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Вперше на рівні теорії МР2/б-311+-+С(24Ёра)//ВЗГУР/б-311++С(4.р) досліджено конформаційне різноманіття, включаючи 
структурну нежорсткість, та фізико-хімічний механізм внутрішньомолекуляної таутомеризації низки класичних мутагенів, 
що є похідними пуринових основ ДНК. Показано, що оскільки їхні мутагенні таутомери мають значний час життя (у 
порівнянні з характерним часом елементарного акту біосинтезу ДНК), то на них формально може бути поширена 
таутомерна гіпотеза Вотсона 1 Кріка. У цьому зв'язку цілком логічно пов'язати мутагенні властивості гідроксиамінопурину 1 
6-тіогуаніну з їхньою полегшеною здатністю у порівнянні з канонічними основами аденіном і гуаніном, відповідно, 
переходити у мутагенну таутомерну форму. Водночас для 2-амінопурину 1 2,6-диамінопурину треба шукати пояснення 
їхньої мутагенної активності за межами таутомерної гіпотези у класичному її розумінні, оскільки вони у порівнянні з 
аденіном мають значно гіршу здатність переходити у мутагенну таутомерну форму. 


Ключові слова: індуковані точкові мутації ДНК, похідні канонічних нуклеотидних основ, аналоги пуринових основ, 
внутрішньомолекулярна таутомеризація, перехідний стан, енергія активації Гіббса, час життя, конформаційні властивості, 


структурна нежорсткість, аналіз топології електронної густини, ар ий. 


ВСТУП 


Пошук елементарних фізико-хімічних механізмів 
виникнення спонтанних та індукованих точкових 
мутацій ДНК, з-поміж яких левову частку складають 
транзиції та трансверсії | 1, 2], є однією із центральних 
задач молекулярної та квантової біофізики. Попри 
помітні теоретичні успіхи, досягнуті у цій біологічно 
важливій царині знань [3], отримання, накопичення та 
систематизація експериментального матеріалу [4-7] 
помітно випереджає темпи її осмислення на 
мікроструктурному рівні [8, 9]. Аналіз літератури 
вказує на те, що на заваді цього є, по суті, відсутність 
нових, продуктивних ідей та модельних уявлень 
якісно нового гатунку. 

Суттєвий, як на нас, поступ вперед у цьому 
напрямку зроблено у недавніх роботах [10, 11]. 

Нами [10] вперше запропоновано та обгрунтовано 
новий фізико-хімічний механізм виникнення 
спонтанних транзицій. Він полягає у таутомеризації 
піримідинових основ зміщених пар Соџа:Тһу 1 Айе:Суѓ 


з переходом їх у пари Спа" ТПу 1 Айе:Суѓ* відповідно, 
індукованої взаємодією з центром розпізнавання 
правильних пар нуклеотидних основ реплікативних 
ДНК -полімераз. 

Квантово-хімічним дослідженням на рівні теорії 
МР?2/б-311-++0(24Ёра)//ВЗГУР/б-311+-С(а.р) нами 
виявлено новий фізико-хімічний механізм 
спонтанного перетворення Вотсон-Криківської пари 
Аае:Тһу у пари за участі мутагенних таутомерів 
(позначено зірочками) АЯе*-Тһу 1 Айе:Тһу* через 
спільний плоско-симетричний перехідний стан з 


енергією активації 17,38 ккал/моль - іонну пару 
Аде Тһу’, охоплену чотирма Н-зв'язками М6Н...О4, 
МӨН...№3, М'ІН.М3 і МУІН..О2 [11]. Пари 


Аае*-Тһу 1 Аде-Тну* мають прийнятні відносні енергії 
Гіббса та дисоціації (9,94 1 12,43 ккал/моль та 6,06 1 
1,61 ккал/моль за стандартних умов відповідно) для 
пояснення походження спонтанних точкових помилок 
(транзицій) реплікації ДНК, зумовлених 
особливостями її електронної будови. 


Безпосередня експериментальна перевірка цих 
підходів [11] фізико-хімічними методами як у живій 
клітині, так і поза нею ускладнена, м'яко кажучи, через 
відомі причини принципового характеру, а саме - малу 
частоту виникнення спонтанних точкових мутацій - 10 
9102 у перерахунку на одну пару нуклеотидів ДНК, 
що синтезується [12]. Залишається чи не єдина 
можливість - залучити нові модельні уявлення [10, 11] 
для тлумачення механізмів та характерних 
особливостей обох типів точкових мутацій - помилок 
включення та реплікації [7, 13], які індукуються 
мутагенами, в першу чергу тими із них, які є похідними 
канонічних нуклеотидних основ [6, 7]. 

Ця праця започатковує цикл досліджень, 
присвячених з'ясуванню елементарних  фізико- 
хімічних механізмів дії мутагенів - похідних основ 
ДНК. Ми спираємося, з одного боку, на класичну 
таутомерну гіпотезу Вотсона-Крика [1], а з іншого - 
на мікроструктурні квантово-хімічні моделі, що ї 
конкретизують [10, 11], 1 прагнемо відповісти на 
центральне запитання: "яких нових фізико-хімічних 
властивостей повинна набути канонічна нуклеотидна 
основа внаслідок | її модифікації аби стати 
мутагеном?”. При цьому ми сповідуємо таку робочу 
гіпотезу: мутагени, похідні канонічних основ ДНК, 
мають помітно нижчу енергію таутомеризації, ніж 
останні, або ж індукують ці властивості у канонічних 
нуклеотидних основ, з якими вони спарені у подвійній 
спіралі ДНК. 


МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 


Як об'єкт дослідження ми вибрали деякі класичні 
мутагени - похідні пуринових основ, а саме - 2- 
амінопурин (2атРит), 2,6-диамінопурин (2,6-ратрРиг), 
гідроксиамінопурин (НагаРиг) 1 тіогуанін ($ Сиа), 
феноменологічні ефекти мутагенної дії яких найкраще 
представлено в літературі [13-19] з-поміж сполук 
аналогічної будови. Предмет нашого вивчення - 


фізико-хімічна природа процесів 
внутрішньомолекулярної таутомеризації 
досліджуваних мутагенів та їхні конформаційні 


властивості, включаючи структурну нежорсткість. Ця 
важлива з біологічної точки зору фізична інформація є 
неодмінною запорукою з'ясування елементарних 
фізико-хімічних механізмів їхньої мутагенної дії на 
ДНК. Для цього нами обрано квантово-хімічний 
метод дослідження на рівні теорії МР2/6- 
311++6(24єр)//ВЗІҮР/6-311++6(4,р), який добре 
зарекомендував себе для подібного кола задач [20]. 
Квантово-хімічні розрахунки геометричної та 
електронної будови досліджуваних об'єктів 
проведено на рівні теорії ОЕТ ВЗІ.УР/6-311--НС(а,р) у 
вакуумному наближенні, яке для цієї задачі є 
адекватним [21,22]. При цьому перехідні стани 
трансформації основ ДНК ідентифікували методом 
ЭТОМ (23, 24]. Усі квантово-механічні розрахунки 
проведено із використанням програмного пакету 
"САОЗ5ІАМОЗ" для платформи №1132 [26]. 


Броварець О.О., Говорун Д.М. 


Розподіл електронної густини у досліджуваних 
основах та перехідних станах їхнього перетворення 
аналізували, використовуючи теорію Бейдера "атомів 
у молекулах" |27| та хвильові функції, отримані на 
рівні теорії ВЗГУР/б-311++СКа.р). Н-зв’язки [27] 
встановлювали за наявністю критичної точки (3,-1) 
між двома  валентно  незв'язаними атомами. 
Топологію електронної густини аналізували за 
допомогою програмного пакету АІМ2000 [29], 
використовуючи стандартні опції. При цьому енергію 
внутрішньомолекулярних Н-зв’язкв визначали за 
формулою, запропонованою авторами роботи [30] 
Енв=0,5У(г), де | М(г)  - значення локальної 
потенцальної енергії в критичній точці Н-зв'зку. 

Константи швидкості для прямої та зворотної 


таутомеризації розраховували за формулою 
бу зо Е Аи, 

к =Г:-8е АТ [31], де Г=1+— | і Е 
А 241 КТ 

МНОЖНИК Вігнера, що враховує тунелювання 


(позначення ті ж самі, що 1 в роботі |3 ||). Середній 
час життя (час релаксації) т та час напіврозпаду Ту 


обчислювали як Т=А', тр, - 7-Іп2 [32]. 


РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


Стаття організована у такий спосіб: 
конформаційні властивості та тісно пов'язані з ними 
характеристики внутрішньомолекулярної  таутоме- 
ризації мутагенів - модифікованих пуринових основ 
ДНК - обговорюються для кожної сполуки окремо, 
причому спочатку досліджуються властивості базових 
пуринів - аденіну (Аде) і гуаніну (Спа), а потім - їхніх 
мутагенних похідних. Праця закінчується 
узагальнюючими висновками. Наголосимо також, що 
усі значення енергії Гіббса, якими оперують автори, 
наведені для стандартних умов, а енергії активації 
Гіббса відповідають переходам із |  низько- 
енергетичного стану у високоенергетичний, а не 
навпаки. 

Відомо, що азотисті основи, які мають у своєму 
складі екзоциклічний С-амінний фрагмент 2С-МН» є 
структурно-нежорсткими молекулами (про 
структурну нежорсткість детально див. [33-35]), 
інтерконверсія котрих, тобто конформаційне (без 
розривів хімічних зв'язків) взаємоперетворення самих 
в себе, здійснюється трьома  топологічно 1 
енергетично нееквівалентними шляхами – 
площинною інверсією амінного фрагмента та двома 
поворотами аміногрупи МН» навколо екзоциклічного 
зв'язку С-М за 1 проти годинникової стрілки через 
плоско-симетричні перехідні стани з суттєво 
пірамідалізованим амінним фрагментом. Причому у 
площинному перехідному стані інверсії амінного 
фрагмента >С-МН› екзоциклічний зв'язок С-М 
скорочується, зв'язки МН - подовжуються порівняно з 
рівноважною непланарною конфігурацією, а 
валентний кут НМН стає близьким до 120°. У плоско- 


ВНУТРІШНЬОМОЛЕКУЛЯРНА ТАУТОМЕРИЗАЦІЯ ТА КОНФОРМАЦІЙНА МІНЛИВІСТЬ ДЕЯКИХ КЛАСИЧНИХ 


МУТАГЕНІВ-ПОХІДНИХ ПУРИНОВИХ ОСНОВ ДНК: КВАНТОВО-ХІМІЧНЕ ДОСЛІДЖЕННЯ 


симетричних перехідних станах повертання 
аміногрупи зв'язок С-М подовжується, зв'язки МН — 
скорочуються, а валентний кут НМН помітно 
відхиляється від 120° - при цьому амінний фрагмент 
2С-МН; сильно пірамідалізується у порівнянні з 
рівноважною конфігурацією. Все це переконливо 
свідчить про те, що структурна нежорсткість молекул 
у даному | разі контролюється внутрішньо- 
молекулярним  квантово-хімічним ефектом - р-л- 
спряженням вільної електронної пари (ВЕП) атома 
азоту амінного фрагменту з л-електронною системою 
кільця [36, 37]. 

Базові молекули - Айе 1 Сиа не "випадають" із 
цього контексту. Так, нами встановлено, що Айе є 


ефективно планарною молекулою (ефективна [33, 34] 
симетрія С$), інтерконверсія якої здійснюється через 
два плоско-симетричних перехідних стани (рис. 1) з 
енергією активації Гіббса 14,34 1 14,57 ккал/моль, а 
також через площинний перехідний стан з енергією 
активації 0,06 ккал/моль (результат отримано на рівні 
теорії РЕТ МР2/6-311---С(24Брд//ВЗІГУР/сс-рУР7). 
Збурення основних геометричних параметрів 
амінного фрагменту С6М№6Н› такі: довжина зв'язку 
С6М6 збільшується на 0,072 і 0,074 А, довжини 
зв'язків МЄН зменшуються у середньому на 0,011 А 
порівняно з рівноважною конфігурацією, а валентний 
кут НМ6Н зменшується від 120,4° до 105,8° 1 105,9° у 
перехідних станах Т9 1 Т5; відповідно. 
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Рис. 1. Інтерконверсія та внутрішньомолекулярна таутомеризащя аденіну у основній таутомерній формі та конформаційні 
перетворення його мутагенного таутомера (тут та на інших рисунках біля кожної структури вказана її відносна енергія 


Гіббса у ккал/моль за стандартних умов). 


У площинному перехідному стані Т5; інверсії 
амінного фрагмента 2С-МН» екзоциклічний зв'язок С- 
№ скорочується на 0,005 А, зв'язки МН - 
подовжуються порівняно з рівноважною непланарною 
конфігурацією на 0,002 А, а валентний кут НМН стає 
близьким до 120° 1 становить 120,99 на відміну від 
рівноважного стану (118,77). 

У  мутагенного таутомера Аде* (АС=14,00 
ккал/моль) (табл. 1), який можливо спарюється з Су 
141, 42], іміногрупа М№Н має транс-орієнтацію 
відносно зв'язку МІСб. Рідкісний таутомер з цис- 
орієнтацією групи М6Н (АС=20,19 ккал/моль), який 
втрачає мутагенні властивості, оскільки не може 
помилково спарюватися з Су утворюється з мута- 
генного таутомера двома дзеркально-симетричними 
конформаційними переходами через ізоенергетичні 
неплощинні перехідні стани (755 1 Т8) 
(МІС6М6Н=+86,2°) з енергією активації Гібсса 38,64 
ккал/моль. 

Амінний фрагмент С2Х2Н» Сиа (рис.2) не можна 
вважати пірамідальним навіть при Т=0 К, оскільки під 
бар'єром площинної інверсії (0,37 ккал/моль) не 
поміщається бодай один (нульовий) коливальний 
рівень компетентного коливання (542,6 см”), частота 
якого набуває уявного значення (1371,1 см") у 
перехідному стан! площинної інверсії. Енергії 
активації Гіббса інтерконверсії Ооа через плоско- 
симетричні перехідні стани Т5; та Т5; повертання 
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аміногрупи (5,40 1 9,14 ккал/моль) з її транс- і цис- - 
орієнтацією відносно зв'язку | МІС2 суттєво 
відрізняються один від одного. Це пояснюється тим, 
що у першому випадку перехідний стан стабілізується 
електростатичною взаємодією ВЕП атома № з 
атомом водню при атомі азоту МІ та амінних атомів 
водню з ВЕП атома азоту М3. У другому випадку ці 
притягувальні взаємодії змінюються на 
відштовхування (ВЕП атомів М3 1 М2 та амінних 
атомів водню від атома водню групи МІН), яке 
дестабілізує перехідний стан У  мутагенного 
таутомера Спа? (А6=0,13 ккал/моль) (табл. 2), що 
помилково спарюється з ТПу [41, 42], гідроксильна 
група ОбН знаходиться у цис-орієнтації до зв'язку 
№66. ЇЇ перехід у транс-орієнтацію (Л6=0,36 
ккал/моль) здійснюється двома дзеркально- 
симетричними шляхами через неплощинні перехідні 
стани (Т8, Т8 10) (МІС2М2Ну=+16,2°; 
МІС232Н;=+165,6°%, М1С6ОН=+92,4°) з енергією 
активації Гіббса 8,25 ккал/моль. Цей таутомер не є 
мутагенним, оскільки він втрачає здатність 
спарюватися з Тһу. Він має удвічі вищий (0,38 
ккал/моль), ніж мутагенний таутомер (0,19 
ккал/моль), бар'єр площинної інверсії і ненабагато 
вищі бар'єри інтерконверсії амінного фрагмента 
(11,79 1 12,31 ккал/моль), ніж у мутагенного таутомера 
(11,161 11,40 ккал/моль відповідно). 


Таблиця 1 
Основні кінетичні характеристики взаємоперетворення Айе та його похідних 
ЛАС, Е АС, 

Перехід ккал/моль К, с рЫ Ти» Є ккал/моль к 
Аде->Айе* 45,58 2,29-10°! 4,36:1020 3,02:1020 14,00 5,40-10- 
Аае*—Аде 31,58 4,25.1071 2,35:1010 1,63-1010 -14,00 1,85:1010 

ЗатРиг-здатРигі 46,46 5,16-10-22 1,94-10?! 1,34-10?! 21,74 114-1079 
2атРиг*—2атРог 24,73 4,53-10% 2,21-10° 1,53-10° -21,74 1,00-10? 
21 20 1,05-1020 - 
БашРиг- ДратРигі 44,96 6,58-10 1,52-10 ; 14,79 1,41-10 
РашРиг*—ПатРиг 30,16 4,66-10719 2,15-10° 4940 -14,79 7,08-100 
НатРиг—НашРиг* 43,26 1,16-10-? 8,64-10'8 5,99-10!8 6,79 1,05-10% 
НашРиг*—НашРиг 36,47 1111073 9044103 627103 -6,79 9,55:10* 


Позначення: ААС - енергія активації Гіббса переходу; К- константа швидкості; К - стала таутомерної рівноваги; 


АС - енергія таутомеризації Гіббса. 


Розпочнемо виклад отриманих результатів та їхнє 
обговорення для НатРиг - мутагена, який з-поміж 
досліджених сполук продемонстрував найширші 
конформаційні можливості (рис. 3). З'ясувалося, що 
ця молекула мае два майже  ізоенергетичних 
конформери - з транс-орієнтацією аміногрупи №6Н 
відносно зв'язку МІС6 (АС1=0) 1 цис-орієнтацією цієї 
ж групи відносно того ж зв'язку (АС›=0,12 ккал/моль 
), кожен з яких, у свою чергу, має дзеркально- 


симетричний ізомер, оскільки обидва конформери є 
непланарними структурами з симетрією С). Їхня 
неплощинність пов'язана з виходом 13 площини 
пуринового кільця екзоциклічного фрагмента №6ОН). 
Вона має такий характер: для обох конформерів 
пуринове кільце є планарним - максимальні значення 
двогранних кутів, що описують його непланарність, 
не перевищують 1,192; при цьому атом азоту №6 та 
атоми водню 1 кисню, що з ним хімічно зв'язані, 


ВНУТРІШНЬОМОЛЕКУЛЯРНА ТАУТОМЕРИЗАЦІЯ ТА КОНФОРМАЦІЙНА МІНЛИВІСТЬ ДЕЯКИХ КЛАСИЧНИХ 9 
МУТАГЕНІВ-ПОХІДНИХ ПУРИНОВИХ ОСНОВ ДНК: КВАНТОВО-ХІМІЧНЕ ДОСЛІДЖЕННЯ 


відхиляються у різні боки від площини пуринового 
кільця (СОМ І С6М 6-41 75,3; +176,4°, М1С6М6Н=+20,1; 
128,29, С6М6ОН=+78,6; =12,0° (знаки + відповідають 


дзеркально-симетричним ізомерам, що мають тотожні 
скалярні фізико-хімічні характеристики [43], та 
наведені для цис і транс-конформерів відповідно)). 


Таблиця 2 
Основні кінетичні характеристики взаємоперетворення Сиа та 65Сиа 
| ЛАС, З АС, 

Перехід ккал/моль к, с ох Ти» © ккал/моль К 
Соа->Сиа* 32,17 1,57:107! 6,38-10'° 4,42-10'% 0,13 0,80 
Сиа*-— Сиа 32,04 1,96-10"'' 5,09-10'° 3,53-10'° -0,13 1,25 

Тіобиа- Тіобиа * 22,95 9164107 1,09-10* 7,56-10° -3,68 4,98-10? 
ТюСиа*—ТюСиа 26,62 1,84-107 5,43-106 376-106 3,68 2,01-10° 


Позначення такі ж, як в табл.1 


Інтерконверсія дзеркально-симетричних ізомерів 
відбувається за механізмом площинної інверсії - 
через планарні (група симетрії С.) перехідні стани ТЗ! 
та Ту. Для цис-конформера 2 енергія активації 
Гіббса складає 2,35, а для транс-конформера 1 - 0,91 
ккал/моль. Оскільки обидві величини перевищують 
КТ=0,62 ккал/моль, а в потенціальній ямі цис- 
конформера розміщуються щонайменше два 
коливальних рівні [38] компетентного коливання з 
частотою 260,8см"', яке в перехідному стані ТЗ! стае 
уявним (1240, см"), то Його дзеркально-симетричні 
ізомери, на відміну від ефективно-планарного транс- 
конформера, є динамічно стійкими, але оптично 
неактивними [39] структурами. Конформаційний 
перехід  транс-»цис відбувається двома парами 
дзеркально-симетричних шляхів через ізоенергетичні 
дзеркально-симетричні неплощинні перехідні стани 
Т$78(№М1С6М№М6Н=+45,1°, С6М№6ОН=+53,5°, НМб6О- 
106,09) та ТЗо о М1С6М6Н= + 137,3°, С6М6ОН== 
62,4°, НМ60О- 106,3°) з енергією активації Гіббса 
11,36 та 12,42 ккал/моль відповідно. Цікавою 
структурною особливістю транс- і цис-конформерів є 
наявність в них внутрішньомолекулярного Н-зв'язку 
ОН...МПИМ7 з енергією 7,08 1 2,34 ккал/моль 
відповідно; перший із них ОН...МІ при площинній 
інверсії  дзеркально-симетричних ізомерів дещо 
послаблюється (до 6,62 ккал/моль), а другий - 
ОН..М7 суттєво посилюється (від 2,34 до 6,14 
ккал/моль). 

Очевидно, що із двох конформерів мутагенну дію 
на ДНК буде чинити цис-аналог 2, оскільки у 
основній таутомерній формі, коли атом водню 
локалізований при атом азоту № він 
комплементарно спарюється з ТПу, а його мутагенна 
форма з атомом водню, про який йшлося вище, 
приєднаним до атома азоту МІ, - помилково 
спарюється з цитозином (Су (ці дані детальніше 
будуть наведені у наступній нашій публікації). 
Перехід із основної таутомерної форми у мутагенну 


здійснюється двома дзеркально-симетричними 
шляхами через  ізоенергетичний неплощинний 
дзеркально-симетричні перехідні стани  Т934 з 


енергією активації 43,26 ккал/моль (табл. 1), яка 
близька до аналогічної величини для Аде (45,58 
ккал/моль [39]). При цьому мутагенний таутомер має 
планарну будову; внутрішньомолекулярний Н-зв'язок 
ОН...М7 у ньому посилюється більше, ніж удвічі у 
порівнянні з канонічними таутомерами, сягаючи 4,77 
ккал/моль. Окрім того, НатРиг має 
низькоенергетичніший (на 3,20 ккал/моль) імінний 
таутомер з цис-орієнтацією зв'язку М6О відносно 
зв'язку | МІН, який охоплений  внутрішньо- 
молекулярним Н-зв'язком МІН...О з енергією 5,51 
ккал/моль. Він, на відміну від попереднього, не є 
мутагенним у вищезгаданому сенсі, оскільки не може 
неправильно спарюватися з Суї, утворюючи пару, 
квазизоморфну Вотсон-Криювським. Низькоенерге- 
тичніший імінний таутомер НатРиг перетворюється у 
мутагенний двома дзеркально-симетричними 
шляхами через пару ізоенергетичних, неплощинних 
перехідних станів Т856 (№М1С6№0=+91,3°; 
С6М6ОН=+105,8%) з доволі великою енергією 
активації Гіббса 47,79 ккал/моль. НатРиг має значно 
меншу енергію таутомеризації із основного стану у 
мутагенний (6,79 ккал/моль), ніж Айе (14,00 
ккал/моль), а також значно більший час життя 
мутагенного таутомера (9,04-103 с 1 2,35-10'% 
відповідно), ніж аналогічний таутомер Айе. Це 
дозволяє якісно пояснити мутагенні властивості 
НатРиг зміною цих двох фізично взаємозв'язаних 
характеристик у порівнянні з канонічною основою 
ДНК - Аде. 

Як 1 в Айе, доволі високий енергетичний бар'єр 
внутрішньомолекулярної  таутомеризації | НагаРиг 
зумовлений відсутністю внутрішньомолекулярного Н- 
зв'язку, у якому бере участь протон, що мігрує, 
упродовж всього процесу таутомеризацй - від 
початку і до його завершення. Щоб підкріпити цей 
висновок числовими даними, ми розрахували бар'єр 


внутрішньомолекулярної  таутомеризації у обох 
конформерах НатРиг за рахунок перенесення 
гідроксильного атома водню, втягнутого у 


внутрішньомолекулярний Н-зв'язок з атомами М7/МІ. 
Виявилося, що у випадку цис-конформера він складає 
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24,05 ккал/моль, а для транс-конформера - лише 13,76 
ккал/моль, тобто значно менше, ніж у розглянутому 
вище випадку біологічно значущої таутомеризації. Це 
пояснюється тим, що у даному разі гідроксильний 
протон, що мігрує, втягнутий у внутрішньо- 
молекулярний Н-зв'язок, який є ефективним каналом 


ув ТУ, ТУ тя 
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перенесення протону [8], як у початкових структурах 
(2,34 1 7,08 ккал/моль), у їхніх перехідних станах 
Т5> 12(22,73 1 43,02 ккал/моль), так і у кінцевих 
структурах (6,05 1 5,12 ккал/моль) (в дужках подано 
енергії відповідних Н-зв'язків). 
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Рис. 2. Інтерконверсія гуаніну у основній та мутагенній таутомерних формах, внутрішньомолекулярна таутомеризація та 


конформаційні перетворення його мутагенного таутомера. 


ВНУТРІШНЬОМОЛЕКУЛЯРНА ТАУТОМЕРИЗАЦІЯ ТА КОНФОРМАЦІЙНА МІНЛИВІСТЬ ДЕЯКИХ КЛАСИЧНИХ 11 
МУТАГЕНІВ-ПОХІДНИХ ПУРИНОВИХ ОСНОВ ДНК: КВАНТОВО-ХІМІЧНЕ ДОСЛІДЖЕННЯ 
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Рис. 3. Конформаційні перетворення НатРиг у основній та мутагенній таутомерних формах та внутрішньомолекулярна 
таутомеризація НатРиг (пунктиром позначено внутрішньомолекулярні Н-зв'язки). 
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РАНЫ 


О 554% 9-55 55 


2АтРиг 0,00 2АтРиг. 0,00 2АтРиг" 21,74 


р 


Т, 0,05 Т5, 10,80 Тә; 1171 


зба р о 


«ооо ы 


2АтрРиг*,, 28,03 


ей 46,46 Т5, 44,72 


44,72 


Рис. 4. Інтерконверсія 2АтРиг у основній та мутагенній таутомерних формах, внутрішньомолекулярна таутомеризація та 


конформаційні перетворення його мутагенного таутомера. 


Особливістю просторової будови 2АтРиг 
(рис.4) є наявність двох дзеркально-симетричних 
ізомерів (симетрія С), причиною яких є 
неплощинна будова амінного фрагмента 2С2М2Н» 
(МІС232Н,=+15,1°; МІС232Н›=+165,7°). Розраху- 
нок показує, що їхня інтерконверсія відбувається за 
механізмом площинної інверсії через планарний 
(симетрія С;), перехідний стан ТЗ, з енергією 
активації Гіббса 0,05 ккал/моль, а також через два 
непланарні перехідні стани Т$›з з енергіями 10,80 
та 11,71 ккал/моль Одначе оскільки в 
потенціальних ямах дзеркально-симетричного 
потенціалу не може розміститися бодай один 
(нульовий) коливальний рівень компетентного 
коливання при 354,8 см'', частота якого стає уявною 
(1 251,4 см") у перехідному стані Т5, то ця 
молекула є ефективно [33, 34] планарною. 

Доведено, що її  внутрішньомолекулярна 
таутомеризація з утворенням мутагенного 
таутомера, який може помилково спарюватися з Суї 
(див. наступні наші публікації), відбувається у два 
етапа, причому перший етап власне перенесення 
протону є лімітуючим. Спочатку відбувається 
перенесення одного із протонів аміногрупи, який 
“дивиться ” в бік атома азота М1, на останній через 
площинний перехідний стан Т9, з енергією 
активації Гіббса 46,46 ккал/моль у високо- 


енергетичний таутомер з відносною енергією 21,74 
ккал/моль. 

Потім повертанням аміногрупи =М2Н навколо 
подвійного зв'язку С2=32 двома дзеркально- 
симетричними шляхами (над і під) площиною 
пуринового кільця через ізоенергетичні, непло- 
щинні  (С6МІС2М2-ч170,19, МІС232Н=+86,6°%, 
С5С6МІС2=+2,4°), дзеркально-симетричні перехідні 
стани Т53в6, у яких аміногрупа лежить у площині, 
ортогональній до площини пуринового кільця, з 
енергією активації Гіббса 22,98 ккал/моль у 
кінцевий мутагенний таутомер з відносною 
енергією 28,03 ккал/моль. Оскільки енергія 
таутомеризації 2АтРиг (28,03 ккал/моль) перевищує 
аналогічну енергію для Айе (14,00 ккал/моль) 
більше, ніж удвічі (стала ‚таутомерно! равноваги 
складае при цьому 1,14- 10“, що на 2-5 порядків 
менше, ніж частота спонтанних точкових мутацій 
[12]), то це означає, що треба шукати інший, аніж 
стандартний таутомерний механізм мутагенної дії 
2АтРиг. Цьому надзвичайно важливому з 
біологічної точки зору питанню буде присвячено 
одну із наших наступних праць. 

2,6-Д0атРиг. Обидва амінні фрагменти цієї 
молекули у 2-му і 6-му положеннях є пірамі- 
дальними (№1С6М6Н!==10,1°; М№МІС6\Ҹ6Н:=+171,3°%; 
МІС23№2Н,=+17,8°; МІС23№2Н;=+164,4°) 1 
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зорієнтовані відносно площини пуринового кільця у мінімуму на гіперповерхні потенціальної 
різні боки від нього (рис. 5). В результаті цього ї (електронної) енергії, є непланарною (симетрія С.) 1 
рівноважна структура 2, що відповідає глобальному має два дзеркально-симетричних ізомери. 


2 0,00 2,6-ратРиг* 14,79 


2,6-ЭатРиг* 14,79  2.6-ДатРиг" 21,37  2.6-ДатРиг" 21,37 


ИЕ 


Т$, 0,01 $, 10,92 5, 11,04 Т$, 0,04 $, елы о 2 


бурою ов, 


Т$. 0,01 $, 10,92 $. 11,04 Т5, 0,04 ли 13,19 да 13,52 


Т8, 44,96 $, 44,96 14,79 ТЅ,, 39,89 Т5, 39,89 Т$,, 39,94 
ве 39,94 шен 21,96 


Рис. 5. Інтерконверсія 2,6-РАтрРиг у основній та мутагенній таутомерних формах, внутрішньомолекулярна таутомеризація 
та конформаційні перетворення його мутагенного таутомера. 
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ТЗ нав 
=> ---» 


ьо зав с ‹ 9-05. 


"5Сца 4,71 "9Сиа 4,71 "5Сиа" 1,03 "5Сиа" 1,03 


ТУ. лаз 
<=> 


«Фора ее 


"5Сиа" 0,00 "5Сиа 0,00 


О 


те, 9231 Чи 731 т8. 0,03 Т$, 11,02 ТЅ,, 11,98 


Рис. 6. Інтерконверсія б5Сџа у основній та мутагенній таутомерних формах, внутрішньомолекулярна таутомеризація та 
конформаційні перетворення його мутагенного таутомера. 


Їхня інтерконверсія відбувається у два етапи, локально сплощений перехідний стан Т$12з (інший 
кожному з яких відповідає локальна площинна амінний фрагмент при цьому практично не змінює 
інверсія амінного фрагмента (розрахунок на рівні своєї пірамідальної будови) - утворюється структура з 
теорії МР2/6-311---С(24Бра//ВЗІУР/сс-рУР7). майже однаковою енергією 1, амінні фрагменти якої 
Спочатку інверсує один із амінних фрагментів через | "дивляться" відносно площини пуринового кільця в 


ВНУТРІШНЬОМОЛЕКУЛЯРНА ТАУТОМЕРИЗАЦІЯ ТА КОНФОРМАЦІЙНА МІНЛИВІСТЬ ДЕЯКИХ КЛАСИЧНИХ 15 
МУТАГЕНІВ-ПОХІДНИХ ПУРИНОВИХ ОСНОВ ДНК: КВАНТОВО-ХІМІЧНЕ ДОСЛІДЖЕННЯ 


один бік. Другий етап інтерконверсії подібний 
першому за тією лише різницею, що він стосується 
іншого амінного фрагмента. Проте, по тій же причині, 
що 1 у випадку 2АшРиг, 2,6-ДрагаРиг слід вважати 
ефективно-планарною молекулою з ефективною 
симетрією С.. Цікаво, що у порівнянні з 2АтРи 
енергія активації Гіббса повороту аміногрупи у 
положенні 2 в цис- орієнтацію відносно зв'зку С23№3 
зменшується на 0,79 ккал/моль, а аналогічна величина 
для транс-орієнтації збільшується на 0,24 ккал/моль. 

Зрозуміло, що мутагенні властивості 2,6-ПатРаг 
пов'язані з наявністю у його складі амінного 
фрагмента у положенні 2. Проте, як 1 у випадку 
2АтрРиг, вони принципово не можуть знайти свого 
логічного пояснення в традиційних рамках 
таутомерної гіпотези Вотсона-Крика за тими ж 
самими причинами. Зазначимо лишень у цьому 
контексті, що таутомеризація 2,6-ДатРиг за участі 
амінного фрагмента у положенні 6 близька до 
аналогічного процесу в Айе, а його таутомеризація за 
участі іншого амінного фрагмента у положенні 2 
практично повторює той же процес у 2атрРиг. 

9Сиа. 


Можливі мутагенні властивості цієї 
молекули логічно пов'язати 13 її  полегшеною 
порівняно з Спа таутомеризащею: мутагенний, 


енольний таутомер 6$бџа є на 3,68 ккал/моль 
вигідніший, ніж канонічна таутомерна форма. Цим 
фактом можна пояснити як помилки включення, що їх 
продукують мутагенні таутомери, спарюючись із ТВу, 
так 1 помилки реплікації за механізмом Льовдіна [3], 
оскільки пари Льовдіна 5$ биа*-СуЕ* очікуються 
вигіднішими, аніж аналогічні пари Спа": Суб. Іншими 
словами, при реплікації ДНК вбудований у П 
структуру °ЗСиа буде забезпечувати помітно вищу 
концентрацію мутагенних таутомерів 5$ Сиа* і Суб", 
ніж Льовдінівська пара Спа": Суї?, 

Внутрішньомолекулярна таутомеризація Сиа 
(рис. 6) відбувається за тим же механізмом, що 1 Спа 
[39], з тією лише різницею, що у перехідних її станах 
(Т55 та Т56) відсутній внутрішньомолекулярний Н- 
зв'язок. Оскільки 95Сиа, на відміну від інших 
нуклеотидних основ з аміногрупою, є непланарною 
молекулою при тек, то його 
внутрішньомолекулярна таутомеризація відбувається 
двома дзеркально-симетричними шляхами через 
ізоенергетичні, неплощинні, дзеркально-симетричні 
перехідні стани Т5; та ТЗз з енергіями 5,23 та 8,95 
ккал/моль відповідно, а також через площинний 
перехідний стан ТЗ; з енергією 0,32 ккал/моль (табл.2, 
рис.б). 

Цікаво, що енергія активації Гіббса анізотропних 
поворотів аміногрупи у цис- і транс-положення 
відносно зв'язку МІС2 для канонічних таутомерів Спа 
(5,40 1 9,14ккал/моль) 1 6$С̧џа (5,23 1 8,95 ккал/моль 
відповідно) майже збігаються. У мутагенних же 
таутомерних формах вони суттєво різняться: маємо 
11,40 1 11,16 ккал/моль для Спа? і значно менше — 
7,24 17,80 ккал/моль для 6$ Сбџа*. 


ВИСНОВКИ 

Вперше на рівні теорії МР2/6- 
311++@(24Ёра)//ВЗГУР/6-311++С((а.р) досліджено 
конформаційне різноманіття та фізико-хімічний 
механізм  внутрішньомолекулярної  таутомеризації 
низки класичних мутагенів, що є похідними 


пуринових основ ДНК. Показано, що оскільки їхні 
мутагенні таутомери мають значний час життя (у 
порівнянні з характерним часом елементарного акту 
біосинтезу ДНК [44]), то на них формально може бути 
поширена таутомерна гіпотеза Вотсона 1 Крика [1]. У 
цьому зв'язку цілком логічно пов'язати мутагенні 
властивості НатРиг і %Сџа з їхньою полегшеною 
здатністю у порівнянні з канонічними основами Айе 1 
Опа переходити у мутагенну таутомерну форму. 
Водночас для 2АтРиг 1 РратрРиог треба шукати 
пояснення їхньої мутагенної активності за межами 
таутомерної гіпотези у класичному її розумінні, 
оскільки вони у порівнянні з Айе демонструють 
значно гіршу здатність переходити у мутагенну 


таутомерну форму. 
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разнообразие, в том числе структурная нежёсткость, и физико-химический механизм внутримолекулярной 
таутомеризации ряда классических мутагенов - производных пуриновых оснований ДНК. Показано, что поскольку их 
мутагенные таутомеры имеют значительное время жизни (в сравнении с характерным временем элементарного акта 
биосинтеза ДНК), то на них формально можно распространить таутомерную гипотезу Уотсона и Крика. В связи с 
этим вполне логично связать мутагеннье свойства гидрокисаминопурина и 6-тиогуанина с их облегченной 
способностью в сравнении с каноническими основаниями аденина и гуанина, соответственно, переходить в 
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сравнении с аденином имеют значительно худшую способность переходить в мутагенную таутомерную форму. 
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Проведен расчет и анализ энергетических вкладов различных физических взаимодействий в полную энергию Гиббса 
связывания двуспиральной ДНК с препаратом Ноесһѕї 33258. Установлено, что сравнительно небольшая величина полной 
энергии комплексообразования является суммой больших по модулю компонент, имеющих различные знаки. Изучены 
вклады ван-дер-ваальсовых взаимодействий и водородных связей (меж- и внутримолекулярных) и с водным окружением. 
Показано, что, энергетически выгодными при комплексообразовании Ноесһѕі с ДНК являются гидрофобный и ван-дер- 
ваальсовый вклады, а энтропийный компонент и потеря части водородных связей с водой при связывании оказываются 
неблагоприятными. При этом электростатический вклад незначительно дестабилизирует комплекс. 


Ключевые слова: энергетические вклады, комплексообразование, ДНК, Ноесћѕі 33258. 


ВВЕДЕНИЕ 


Среди биологически активных ароматических 
соединений (БАС) отдельную группу составляют 
препараты, образующие комплексы с двуспиральной 
ДНК путем укладки в ее малый желобок [1]. Их 
молекулы имеют серповидную форму, повторяющую 
форму малого желобка дуплекса ДНК, и донорные и 
акцепторные центры водородных связей, 
специфичные к АТ-трактам ДНК. Многие из 
«желобочников», например, нетропсин, блеомицин и 
дистамицин, проявляют антиопухолевую активность и 
широко используются в клинической практике для 
химиотерапии раковых заболеваний [2]. 

Для понимания физического механизма действия 
существующих препаратов и создания новых, более 
эффективных, необходимо детальное знание 
физических факторов, влияющих на процесс 
связывания БАС с ДНК, и их энергетических вкладов 
в термодинамику комплексообразования [3]. К 
основным из них, согласно [1,3] относятся: 
электростатические, ван-дер-ваальсовы, гидрофобные 
взаимодействия, водородные связи, энтропийные и 
полиэлектролитный вклады. Однако, поскольку 
указанные антиопухолевые препараты являются 
довольно сложными по своей структуре молекулами, 
термодинамический анализ указанных физических 
вкладов в полную энергию Гиббса ЛСсы реакции 
комплексообразования является весьма 
затруднительным [3]. Поэтому на начальном этапе 
такие исследования представляется целесообразным 
проводить на более простых  «желобочниках», 


наиболее изученным из которых является препарат 
Ноесһѕі 33258 (НТ) (рис. 1). 

НТ является синтетическим 
состоящим из двух бензимидазольных, а также 
фенольного и М№-метилпиперазинового колец, в 
свободном состоянии молекулы лежащими почти в 
одной плоскости [4]. Однако М-метилпиперазиновое 
кольцо не является полностью плоским и имеет 
значительную конформационную подвижность [5]. В 
определенной мере это обусловлено тем, что азот №3 
данного кольца имеет необычную для органических 
соединений ѕр?- гибридизацию вместо вр? [6]. 
Торсионные углы между кольцами НТ, согласно [7], 
обозначаются как (1, (>, б (см. рис. 1). Молекула НТ, 
как и другие «желобочники», имеет изогутую 
«изоспиральную» (ізорейса!) форму, позволяющую ей 
укладываться в малый желобок ДНК без 
существенных конформационных изменений ее самой 
и дуплекса ДНК с образованием специфических к АТ- 
трактам водородных связей. Основными донорами Н- 
связей в молекуле НТ являются атомы М3, а также 
кислород ОН-группы фенольного и азот М'Н-группы 
М-метилпиперазинового колец. В свою очередь, 
акцепторами  Н-связей ДНК в малом желобке 
являются М№З(А) и О2(Т) [3]. НТ используется в 
лабораторной практике в качестве флуоресцентного 
маркера ДНК, при связывании с которой его 
светимость увеличивается и смещается в 
коротковолновую область: от 4=510 нм в свободном 
состоянии до 42450 нм в комплексе [8]. 

Ранее попытки разделения энергетических 
вкладов при комплексообразовании НТ с ДНК были 
осуществлены различными группами исследователей. 


препаратом, 
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Рис. 1. Структурная формула препарата НоесВ$ 33258 


В работе [9] процедура разделения основывается 
на утверждении, что водородные связи молекул ДНК 
и НТ с водой, теряемые частично при образовании 
комплекса, компенсируются образованием 
межмолекулярных Н-связей, так что суммарный вклад 
Н-связей в полную энергию связывания может быть 
принят равным нулю. Такой подход фактически 


равносилен исключению водородных связей из 
полной энергетики связывания, что не является 
корректным (см. более подробное обсуждение 
проблемы в работе [10]). Кроме этого, 


электростатические и ван-дер-ваальсовые взаимо- 
действия также не анализируются в [9] в явном виде. 
Более детальное разделение энергетических вкладов в 
реакцию НТ-ДНК было выполнено в работе [3], но 
также без учета водородных связей. При этом 
расчетные величины полной энергии  Гиббса 
оказались далекими от экспериментально 
наблюдаемой. 

Таким образом, анализ литературы показывает, 
что задача разделения вкладов физических 
взаимодействий в комплексообразование препарата 
Ноесһѕі 33258 с ДНК до сих пор не была решена. В 


настоящей работе методами молекулярного 
моделирования выполнен расчет энергетических 
вкладов различных физических факторов при 
комплексообразовании НТ с олигомером 


двуспиральной ДНК. Показано, что сумма независимо 
рассчитанных компонент свободной энергии Гиббса 
оказывается близкой к экспериментально 
наблюдаемой величине, что дает основание для 
определения стабилизирующих и дестабилизирующих 
комплекс физических факторов. 


МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Построение пространственной структуры 
комплекса. 


Структура молекулы НТ (см. рис. 1), полученная в 
работах [11,12], взята из Ртгоѓет Ра Вапк [13] (РОВ 
Ш 198Х). Атомные заряды НТ вычислены с 
помощью пакета Сацяєзіап03МУ [14] методом Мерца- 
Коллмана на уровне теории МР2 с базисным набором 
6-318*. Топология молекулы лиганда и 
параметризация всех валентных и ван-дер-ваальсовых 
взаимодействий получены с помощью пакета 
ХРІО2О [15]. 


Поскольку НТ проявляет наибольшее сродство к 
АТ-сайтам ДНК с СбС-парой на краю сайта [16], 
занимая 4 пары оснований при укладке в малый 
желобок [15], в качестве рецептора был выбран 
несамокомплементарный додекамер ДНК 
а(СССАҳОСС)Ј(СССТССО). Пространственная 
структура дуплекса В-ДНК построена с помощью 
программы НурегСһет 8.0 (Нурегсифе, Іпс., Тогопіо, 
Сапада). Значения ван-дер-ваальсовых радиусов и 
зарядов для атомов ДНК, использованных в 
настоящей работе, а также параметры атом-атомных 
взаимодействий соответствуют силовому полю 
АМВЕК для нуклеиновых кислот [17]. 
Пространственная структура комплекса НТ-ДНК 
построена методом молекулярной механики с 
помощью программы Х-РІОК, версия 3.1 [18]. 

Известно, что встраивание молекулы НТ в малый 
желобок дуплекса ДНК практически не изменяет его 
конформацию [4,19], но уменьшает угол пропеллера о 
пар оснований ДНК [19,20] и расширяет примерно на 
1 А малый желобок ДНК М№-метилпиперазиновым 
кольцом НТ [4,5]. В целом, литературные данные 
свидетельствует о малых конформационных 
перестройках как НТ, так и ДНК при комплексо- 
образовании (см. обзор [1]), что соответствует модели 
«ключ-замок», по сравнению, например, с 
интеркаляционным связыванием ароматических БАС 
с ДНК. В связи с этим, в настоящей работе комплекс 
строился из молекул НТ и В-ДНК, имеющих те же 
конформации, что и в свободном состоянии. 
Необходимые для стабильности комплекса малые 
конформационные изменения лиганда и ДНК 
реализовывались автоматически в процессе 
оптимизации геометрии системы. 

Явное задание водного окружения производилось 
с помощью молекул воды модели ТІРЗР [21], 
размещенных в боксе, имеющем форму прямо- 
угольного параллелепипеда с длинами ребер 
54х30х30 А (1663 молекулы). Нейтрализация зарядов 
фосфатов ДНК осуществлялась 22 ионами Ма, 
размещенными на расстояниях 6 А от атомов фосфора 
на биссектрисах углов ОТР-Р-О2Р [22]. 

Молекулярная динамика. 

Расчет конформационной динамики НТ, ДНК и их 
комплекса в процессе теплового движения выполнен с 
помощью программы Х-РІОВ. Оптимизация 
геометрии комплекса НТ-ДНК осуществлялась путем 
минимизации потенциальной энергии методом 
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сопряженных градиентов. На первом этапе 
минимизации атомы растворенных веществ 
фиксировались, что позволяло ближайшим к ним 
молекулам воды релаксировать к равновесным 
положениям. Второй этап проводился без каких-либо 
ограничений на движение атомов системы. 

После минимизации потенциальной энергии 
выполнялась процедура молекулярной динамики 
(МД) по алгоритму Уегіеї с временным шагом Л/=2фс 
и использованием алгоритма ЗНАКЕ при постоянной 
температуре 7=298 К. В процессе моделирования МД 
фиксировалась внешняя водная оболочка для 
препятствования выходу молекул воды в вакуум. 
Свободный (нефиксированный) водный слой 
соответствовал толщине ближней гидратной 
оболочки, т.е. бимолекулярному слою в 24 А [23]. 
Суммарное время эволюции составляло 2 нс. 
Координаты всех атомов записывались каждую 1 пс. 

Расчет электростатического вклада. 

Методика расчета электростатического вклада 
АСа, основанная на решении нелинейного уравнения 
Пуассона-Больцмана (НУПБ), была достаточно 
подробно описана нами в работе [24]. Такой подход 
позволяет учесть изменение электрических свойств 
ближайшего гидратного слоя макромолекулы при 
связывании лиганда. В настоящей работе для решения 
НУПБ и вычисления АСа использована программа 
ПеїЇРбі (версия 4.0) [25]. С помощью БеРш 
вычислены составляющие полной электростатической 
энергии: энергия взаимодействия зарядов атомов 
растворенного вещества с индуцированными 
поверхностными зарядами на границе раздела с водой 
(энергия сольватации АС) и энергия кулоновских 
взаимодействий между атомами растворенных 
веществ (энергия межмолекулярных взаимодействий 
АС). 

АСа ВЕ ДА Сбор АС. (1) 

Расчет ван-дер-ваальсового вклада. 

Вычисление энергий межмолекулярных ван-дер- 
ваальсовых взаимодействий и с водным окружением 
проводилось методом молекулярной динамики при 
помощи программы Х-РГОК с усреднением величин 
энергий за последние 40 пс МД. Параметризация ван- 
дер-ваальсовых взаимодействий соответствовала 
силовому полю АМВЕК. 

Расчет энергии водородных связей. 

Количество межмолекулярных водородных связей 
Міт определялось из расчетной структуры комплекса 
№„=3, что соответствует литературным данным 
(Мі 2...4, [1,4,7]). Средние количества молекул воды, 
формирующих водородные связи с гидрофильными 
атомами | (М, О) молекул ДНК и лиганда 
(гидратационные индексы Мо), рассчитывались по 
траекториям теплового движения в течение последних 
40 пс молекулярной динамики. Наличие водородной 
связи фиксировалось, если расстояния между 
электроотрицательными атомами молекул и атомами 
кислорода (водорода) воды не превышали 3.2 (2.4) А, 
соответственно [26]. 


Костюков В.В. 


Методология расчета энергетики Н-связей между 
лигандом и ДНК и потери водородных связей с 
молекулами воды в процессе дегидратации лиганда и 
ДНК - АСнв - была достаточно подробно описана 
ранее [10,27]. Ее суть состоит в том, что энергетика Н- 
связей частично (=75 %) уже учитывается при расчете 
электростатических и ван-дер-ваальсовых взаимо- 
действий, поэтому вместо полного вклада Н-связей 
АСив следует использовать величину 
ААСнв=0.25-АСнв. Кроме того, энтропийная 
составляющая Н-связи с водным окружением также 
неявно учитывается при расчете гидрофобного вклада 
АСъуа (см. ниже), поэтому энергию образования Н- 
связи с водой можно считать равной среднему 
значению ее знтальпий: ДН" НВіш--9 ккал/моль [28]. 
Энергетический вклад водородного связывания с 
водой, обусловленный дегидратацией НТ и малого 
желобка ДНК при образовании комплекса, оценивался 
по изменению среднего числа молекул воды, 
формирующих водородные связи с гидрофильными 
атомами растворенной молекулы (АМ) в процессе 
МД. Таким образом, энергетический вклад Н-связей 
ААСнв, являющийся добавкой к (6) вместо АСнв для 
корректировки полной энергии на водородное 
связывание, имеет вид [10,27]: 

ЛАСнв = 0.25-(-9) (№ + АМ.) = 0) 
—2.25-(№Мт + АМ), ккал/моль 

Расчет гидрофобного вклада. 

Вычисление энергии гидрофобных взаимодей- 
ствий при комплексообразования НТ с ДНК в 
настоящей работе выполнено на основании известной 
корреляции энергии гидрофобного растворения АСъуа 
и изменения площади поверхности, доступной 
растворителю (ѕоІуепі-ассеѕѕ16іе зигасе агеа, ЅАЅА) 
ДА [29]: 

ДСуудб = УДА, (3) 
где у - микроскопический коэффициент поверх- 
ностного натяжения, у = 50 кал/(моль`А?) [30]. ЗАЗА 
представляет собой площадь геометрического места 
центра пробной сферы с радиусом, равным ван-дер- 
ваальсовому радиусу молекулы воды (1.4 А), при ее 
движении по ван-дер-ваальсовой поверхности 
молекулы растворенного вещества или комплекса 
[31]. Расчет ЅАЅА проводился при помощи 
программы НурегСһет 8.0. 

Расчет энтропийного вклада. 

Энтропийный фактор при комплексообразовании 
лиганда с ДНК обусловлен изменением общего числа 
трансляционных, ротационных и вибрационных 
степеней свободы: ЛСь+АС,„+АСу;ь. Компоненты 
АС: и АС возникают благодаря потере трех 
трансляционных и трех ротационных движений при 
комплексообразовании. Компонент АСуь, является 
энергетическим эквивалентом изменения вибрации 
химических связей [32]. 

Свободная энергия Гиббса изменения трансля- 
ционных и ротационных степеней свободы может 
быть записана в стандартной форме: 
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АС = АНи — ТА, АС = АН. РЕ ТА, 


где АН, -АН„=-ЕТ - 


энтальпийный 


эквивалент изменения трансляционных и 
ротационных степеней свободы, соответственно; А — 
газовая постоянная; Т - абсолютная температура. 
Выражения для молярных  трансляционной, 
ротационной и вибрационной энтропий известны из 
классической статистической термодинамики [32]: 


5,532), 
22 | Й 
2 
+ алі 1, в ее (4) 
ИГИГЕ 


ІЧ Ай һу, КТ 
Умь = х ри та кі Е р } 
Т ј=1 е — 
ЧЕ Др; пу 
Ни = У Лу; Е сае (8) 
= Є –1 С 


где №№ҳ=6.02:10°° моль"; у=103 ті; Кий - 
константы Больцмана и Планка, соответственно; /,, /,, 
1, - главные моменты инерции молекул, с - параметр 
симметрии, равный единице для несимметричных 
комплексов; и - нормальные моды колебаний, 
рассчитанные при помощи пакета баиѕѕіапОз\у 
полузмпирическим методом РМ3; М - число атомов. 
Величинь моментов инерции для молекуль НТ, 12- 
мера ДНК и их комплекса получены с помощью 
программы Х-РІОВ. 

На основании выражений (4)-(5) могут быть 
рассчитаны изменения соответствующих термодина- 
мических параметров при комплексообразовании 
лиганда (р) с дуплексом ДНК (М), как 


А-5, 


РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 


Структурная характеристика комплекса НТ- 
ДНК. 

Расчетная пространственная структура комплекса 
НТ с ДНК показана на рис. 2. 

Как упоминалось выше, в свободном состоянии 
все четыре кольца НТ примерно копланарны. 
Согласно экспериментальным данным работы [20], 
при связывании с ДНК торсионный угол 6; остается 
малым (28°), в то время как 232°, а (3=14°. Расчеты, 
выполненные в [5], показали, что наиболее 
подвижным в процессе МД является торсионный угол 
(з, величина которого изменялась приблизительно от - 
150° до 0°, в то время как (1 и 2» сохраняли начальные 
значения (0+10)°. В настоящей работе расчетные 
величины указанных углов, усредненные по МД, для 
НТ в свободном состоянии составили (1=(1-12)°, 
(2=(0+7)°, (3=(-108+28)°, а в составе комплекса с ДНК 
61=(-1+12)°, 62=(-1=7)°, 3=(58+12)°. Таким образом, 
имеет место существенное изменение и уменьшение 


подвижности только величины угла С в молекуле НТ 
при ее укладке в малый желобок. 


Рис. 2. Расчетная структура комплекса препарата Ноесћѕїі 
33258 с дуплексом ДНК. Межмолекулярные Н-связи 
показаны пунктиром 


Другими словами, при связывании с ДНК 
значительно уменьшается подвижность М 
метилпиперазинового кольца НТ, что согласуется с 
результатами работы [19]. Вероятно, это обусловлено 
образованием Н-связи между атомом МӨ(НТ) и 
04?(А5). Кроме этого, в расчетной структуре 
комплекса обнаружены еще две межмолекулярные Н- 
связи: М (НТ) - №3(А7) и МЗ(НТ) - МЗ(Аб). Величины 
среднеквадратичных отклонений координат молекулы 
НТ в комплексе относительно свободного состояния 
составили 0.66 А по «тяжелым» (неводородным) 
атомам и 1.16 А - по всем атомам. Соответствующие 
значения для додекамера ДНК составили 0.69 А и 0.75 
А. Следовательно, конформационные изменения 
лиганда и ДНК при связывании можно считать 
незначительными, как это было принято ранее в 
работе [9]. 

Общий подход к расчету составляющих 
суммарной энергии Гиббса реакции 
комплексообразования Ноесһѕ 33258 с ДНК. 

Наиболее полное разделение вкладов было 
произведено нами ранее в работе [10] для класса 
ароматических интеркаляторов ДНК. Поскольку 
предложенная в этой работе методика дает хорошее 
совпадение расчетных и экспериментальных энергий 
Гиббса для различных по структуре и зарядовым 
состояниям лигандов, в настоящей работе нами был 
использован подход, аналогичный [10]. 

Энергетический анализ комплексообразования НТ 
с двуспиральной ДНК проводился на основании 
уравнения [10,27] 

АС = АСоотЕ ЧАС дз АС + Аср + АЛСнв+ (6) 
АСъуа + АСи Еа АС + АСуь» 


22 


где ЛОсог - вклад конформационных изменений в 
ДНК и лиганде (энергетический вклад конформа- 
ционных изменений лиганда и ДНК при связывании 
может быть принят равным нулю АС ов [9]); АСуду 
- вклад ван-дер-ваальсовых взаимодействий; АСа — 
злектростатический вклад; ЛС - полиэлектролитный 
вклад; ЛАСнв — добавочное значение энергии 
водородных связей (см. Материалы и методы); АСъуа – 
гидрофобный вклад; ЛС, АС, АС 
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энергетические 
соответственно, трансляционных, 
вибрационных степеней 
комплексообразовании. 

Анализ энергетического вклада 
ваальсовых взаимодействий А Сүрү. 

Расчетные величины ван-дер-ваальсовых энергий 
(УРҰ) в комплексе НТ-ДНК представлены в табл. 1. 


эквиваленты изменения, 


ротационных и 
свободы при 


ван-дер- 


Таблица 1 


Расчетные значения энергий ван-дер-ваальсовых взаимодействий (ккал/моль) при связывании препарата 


Ноесһѕ 33258 с 12-мером ДНК 


С растворителем Межмолекулярная | Полная 
Снт Сднк Снт» Сднк* АС АСт АС ди 
-56.5 -206 -21.8 -188 527 -64.1 -11.4 


Примечание: здесь и далее знаком «*» обозначены параметры молекул в составе комплекса, а без него - в свободном 


состоянии 


Из табл. 1 видно, что межмолекулярные ван-дер- 
ваальсовы взаимодействия являются энергетически 
выгодными (ЛС.<0), т.е. стабилизируют комплекс 
НТ-ДНК, в то время как частичная потеря ван-дер- 
ваальсовых контактов молекул НТ и ДНК с водой 
оказывается неблагоприятной (АС,>0). Отметим, 
что такие закономерности в знаках ЛС и АС; 
имели место и ранее для интеркаляционного 
связывания БАС с ДНК 10,27]. 

Рассчитанная величина ЛС хорошо согласуется 
со значениями -56.5 и -68.9 ккал/моль, полученными в 
работе [3] для сайтов связывания АзТз и АТ, 
соответственно. При этом энергия межмолекулярных 
ван-дер-ваальсовых взаимодействий по абсолютной 
величине существенно превышает энергию 
взаимодействий с водным окружением, так что в 
целом ван-дер-ваальсовы взаимодействия 
стабилизируют комплекс энергией ЛОС; -11.4 


ккал/моль. Отметим, что в работе [33] также 
обнаружены интенсивные ван-дер-ваальсовы 
взаимодействия молекулы НТ со «стенками» и 
«дном» малого желобка. Поэтому неучет в работе [9] 
ван-дер-ваальсовых взаимодействий, объясняемый их 
взаимной компенсацией с другими составляющими, 
не является корректным. Потере ван-дер-ваальсовых 
контактов молекулы НТ с водой соответствует более 
значительный энергетический вклад в АС, (Снт* - 
Снт=34.7 ккал/моль) по сравнению с ДНК (Студ - 
Срмл =17.9 ккал/моль), что обусловлено, вероятно, 
экранированием большего числа гидрофильных 
центров лиганда при связывании по сравнению с 
ДНК. 

Анализ энергетического 
электростатических взаимодействий А Са. 

Результаты вычислений электростатических 
энергий приведены в табл. 2. 


вклада 


Таблица 2 


Расчетные значения энергий электростатических взаимодействий (ккал/моль) при связывании препарата 


Ноесһѕ 33258 с 12-мером ДНК 


НТ ДНК Комплекс 
АС АСт А Са 
Соу Съ Сых Съ Су Съ 
-414 -208 -10764 -4006 -11037 -4354 140.6 | -139.8 0.8 


Как видно из табл. 2, энергии сольватационных 
АС, и кулоновских (межмолекулярных) АС 
взаимодействий имеют разные знаки и весьма близки 
между собой по абсолютной величине. Это 
обусловливает практически полную компенсацию 
энергий так, что полный вклад электростатики 
оказывается слабо дестабилизирующим комплекс. 
При этом значение сольватационной составляющей 
АСҳок20, что обусловлено потерей энергетически 
выгодных контактов молекул НТ и ДНК с водой при 
их связывании, а межмолекулярные кулоновские 


взаимодействия В комплексе оказываются 
энергетически выгодными (АС 0). Это объясняется 
тем, что АТ-желобок имеет отрицательный 


электростатический потенциал [33], а молекула НТ 
несет единичный положительный заряд. Полученные 


закономерности качественно соответствуют 
результатам других авторов [3] и полученным ранее 
результатам для интеркаляционного связывания 


лигандов с ДНК [10,27]. 

Полиэлектролитный вклад в знергию 
комплексообразования антибиотиков с ДНК АС. 

Полизлектролитньй вклад АС» содержит как 
энтальпийную составляющую, происходящую от 
кулоновского взаимодействия исследуемых молекул с 
ионами соли, так и энтропийную компоненту, 
обусловленную нарушением ионной атмосферы при 
интеркаляции лиганда. Составляющую АС 
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целесообразно отделить от полной 
электростатической энергии, АСа, поскольку она 
может быть сравнительно легко измерена 


экспериментально и составляет, согласно [9], АСр=- 
1.8 ккал/моль. Как видно, полиэлектролитный вклад 
является весьма малым по сравнению с другими и 
способствует образованию комплекса. Эффект по 


своей природе носит преимущественно энтропийный 
характер и обусловлен энтропийно выгодным 
высвобождением противоионов при связывании НТ с 
ДНК [9]. 

Анализ энергетического вклада водородных 
связей АСнв. 

Результаты расчетов представлены в табл. 3. 

Таблица 3 


Величины гидратационных индексов и энергетический вклад водородных связей (ккал/моль) при 


связывании препарата Ноесһѕё 33258 с 12-мером ДНК 


АЛӢ 
М А№у ААС (№=3) ДА Снв 
днк | нт | днк | нт 
164 79 | 153 44 АН 31.7 -6.8 25.0 


Из анализа данных табл. 3 следует, что дуплекс 
ДНК при связывании с НТ теряет приблизительно 10 
молекул воды ближайшей гидратной оболочки, а 
молекула НТ - около 4. Таким образом, имеет место 
высвобождение молекул воды при  комплексо- 
образовании, что согласуется с  резуль-татами 
предыдущих исследований [34,35]. В целом, согласно 
расчетам, при связывании НТ с ДНК происходит 
разрушение около 14 Н-связей с водой, вместо 
которых образуется лишь 3 межмолекулярные Н- 
связи, и энергетический вклад Н-связей оказывается 
весьма невыгодным. Данная закономерность имела 


место ранее и для случая комплексообразования 
интеркаляторов с ДНК [10,27]. 

Анализ гидрофобного вклада АСьуа. 

В таблице 4 представлены результаты расчета 
ЗАБА и гидрофобного вклада при комплексо- 
образовании НТ с ДНК. Видно, что относительная 
разница между величинами А для НТ и НТЯ, ДНК и 
ДНК* очень мала, что свидетельствует о несущест- 
венных изменениях конформаций самого лиганда и 
ДНК при связывании и подтверждает сделанное выше 
допущение о возможности неучета конформации. 


Таблица 4 


Площади поверхностей А молекул НТ и ДНК и их комплекса (А?) и соответствующий гидрофобный вклад 


АСъуа (ккал/моль) 


А 


НТ 


ДНК 


НТ* 


ДНК* 


Комплекс 


ДА 


АСъуа 


731 


4021 


728 


3980 


3827 


-925 


-46.3 


Как видно из табл. 1, гидрофобный вклад является 
энергетически выгодным и существенно стабили- 
зирует комплекс. Стоит, однако отметить, что в 
работе [9] расчетный гидрофобный вклад для системы 
НТ-ДНК составил АСьу=-26.4 ккал/моль, т.е. 
существенно отличное от того, что получено в 
настоящей работе. В [9] было использовано другое, 
чем (3) соотношение для расчета гидрофобного 
вклада: ДСьуд 80ДС,, которое, как было показано в 
[36], для систем Лиганд-ДНК не является корректным. 
При этом использованные в расчетах здесь и в [9] 
абсолютные значения ЅАЅА и ее изменения 
достаточно близки друг к другу и не могут повлиять 
на результат сравнения. 


Отметим, что для НТ величина гидрофобного 
вклада в среднем оказывается существенно большей, 
чем для интеркаляторов ДНК приблизительно той же 
молекулярной массы (инт=425 Да). Так, для 
новантрона МОУ (иҳоу=444 Да) ранее нами было 
получена величина АСъуа=-25.2 ккал/моль, и лишь 
ногаламицин МОС (инт=788 Да) при связывании с 
ДНК дает такой же гидрофобный вклад АСъуа=-46.0 
ккал/моль [36]. Таким образом, можно сделать вывод 
о том, что вследствие принципиально иного типа 
связывания с ДНК «желобочник» НТ гораздо более 
интенсивно вытесняет воду гидратных оболочек при 
связывании с ДНК по сравнению с интеркаляторами. 

Анализ энтропийного вклада АС. 

Результаты вычислений представлены в табл. 5. 


Таблица 5 


Энергетический вклад энтропийных составляющих (ккал/моль) при комплексообразовании препарата 


Ноесһѕ 33258 с 12-мером ДНК 


Трансляционные АС, Ротационные АС, Вибрационные АСуь: АС 
АС? АН? А6? птен АН? -ТАЅ? АС? АН? А ій 
10.3 -0.89 11.2 10.5 -0.89 11.4 -0.95 -0.86 -0.10 19.8 
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Как следует из табл. 5, составляющие АС. и АС, 
являются преимущественно энтропийными по своей 
природе (|ТА$|>|АН) и дают неблагоприятный вклад в 
общую энергию комплексообразования Такой 
результат является вполне ожидаемым, учитывая 
энтропийную невыгодность потери трех ротационных 
и трансляционных степеней свободы при связывании 
лиганда с ДНК. Данная закономерность проявляется и 
для связывания интеркаляторов с ДНК, причем АС», и 
АС имеют примерно такие же значения (210 
ккал/моль) [10,27], что объясняется слабой 
логарифмической зависимостью величин ЛС. и ЛС, 
от значений масс и моментов инерций лигандов (см. 
(4)). В работе [9] вклад потери трансляционных и 
ротационных степеней свободы принят ЛАОн=15 
ккал/моль. В то же время, вклад трансляционной и 
ротационной энтропий в [34] составил АС.=2.4 
ккал/моль. При этом вибрационные компоненты в [9] 
и [34] не учитывались. Вибрационный вклад 
обусловлен появлением новых мод колебаний 
химических связей в молекуле НТ и является 
энтропийно выгодным А2Л$,;ь>0 (см. табл. 5). Вклад 
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изменения вибраций химических связей для НТ 
оказывается существенно меньшим, чем для 
интеркаляторов, для которых он в среднем равен 
АСҹмь = -4.3 ккал/моль [10,27]. 

Суммарный энтропийный вклад связывания НТ с 
ДНК составил ЛС,ь=20 ккал/моль, что хорошо 
согласуется со значениями 25.2 и 25.1 ккал/моль для 
участков АзГз и АТ», соответственно [3]. Данная 
величина АС вследствие малости отрицательного 
вклада АСуь оказывается примерно в два раза 
больше, чем для случая интеркаляторов [10,27]. В 
целом, сумма всех энтропийных составляющих АС: 
= АО; + АС + АС > 0 положительна и 
дестабилизирует комплекс НТ-ДНК. 

Анализ суммарной 
комплексообразования НТ-ДНК. 

В табл. 6 представлены результаты расчетов 
разных энергетических вкладов, взятых из табл. 1-5, 
согласно уравнению (6), а также экспериментальная 
энергия Гиббса ДС», комплексообразования лиганда 
с ДНК [9]. 


энергии 


Таблица 6 
Составляющие полной энергии связывания препарата Ноесв$ 33258 с ДНК (ккал/моль) 
АСатб 76 | АС -11.3 | ЛАСнв=24.9 АС 
г А тої А мібг е оба е 
ЕЕ АСА БАС Аааа Е М 
10.3 | 10.5 -1.0 141 |-140 | 52.7 | -64.1 | 31.7 | -6.75 | -46.3 | -1.8 | -13.9 | -117 


"А 
0 т т === 


АС, ккал/моль 
й 
2 
о 
1 


Лат | Абтої (АСмібг Абе 


АСуФуУ ААСНВ Асу 


АСќоѓаі  АСехр 


Абре 


Рис. 3. Вклады различных составляющих в полную энергию Гиббса комплексообразования препарата Ноесћѕі 33258 с ДНК 


На рис. 3 в виде диаграммы представлены 
энергетические вклады различных видов физических 
взаимодействий. 

Главным выводом из анализа таблицы 6 является 
хорошее совпадение суммы расчетных величин 
АСоа, вычисленных различными методами, с 
экспериментально измеренной в [9] полной энергией 
Гиббса АС. Это свидетельствует, прежде всего, о 
корректности примененной методики расчета 
энергетических вкладов. Отметим, что в работе [19] 


методом МД вычислено изменение конфигура- 
ционной энтропии, обусловленной снижением 
подвижности НТ при связывании с ДНК: - 
ТЛ ,,19=25.5 ккал/моль, при этом авторы пренебрегли 
вкладами трансляционной и вибрационной энтропий, 
считая их малыми. В работе [34] авторы, напротив, 
считают малой косвенно полученное ими 
положительное изменение конфигурационной 
энтропии (-ТА8,ьа= —0.6 ккал/моль). Поскольку в 


настоящей работе вклад Доп не учитывался, и при 
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этом получено значение ЛС.,ы, близкое к АС, ПО 
всей видимости, вклад конфигурационной энтропии в 
энергию связывания НТ с ДНК является 
незначительным. Из анализа данных таблицы 6 и 
рис. 3 можно сделать окончательные выводы о вкладе 
различных физических взаимодействий В 
стабилизацию комплекса НТ-ДНК. Основной 
движущей силой комплексообразования являются 
гидрофобные взаимодействия, что согласуется с 
выводами [9] и результатами, полученными ранее для 
интеркаляторов [10,27]. Также существенный вклад в 
стабилизацию комплекса вносят ван-дер-ваальсовые 
взаимодействия в целом. В то же время потеря части 
Н-связей с водой при комплексообразовании, а также 
потеря трансляционных и ротационных степеней 
свободы являются знергетически весьма 
невыгодными. Электростатические взаимодействия в 
целом, а также вибрационный и полиэлектролитный 
компоненты вносят незначительные вклады в полную 
энергию комплексообразования. 

Основными отличиями при связывании НТ с ДНК 
от случая интеркаляторов (см. [10,27]) являются 
отсутствие этапа раскручивания ДНК и 
соответствующего невыгодного положительного 
энергетического вклада (энергии активации реакции 
комплексообразования), а также существенно 
больший гидрофобный вклад и меньший 
энтропийный. По всей видимости, значительно 
меньшая энергия активации реакции 
комплексообразования «желобочника» с ДНК по 
сравнению с интеркаляторами, соответствующая 
модели  «ключ-замок», и более интенсивные 
гидрофобные взаимодействия и обуславливают его 
большее сродство к ДНК по сравнению с 
ароматическими БАС. 


ВЫВОДЫ 


В настоящей работе впервые выполнен расчет и 
анализ энергетических вкладов различных 
физических взаимодействий в полную энергию 
Гиббса реакции комплексообразования препарата 
Ноесһѕі 33258 с двуспиральной ДНК. Основной 
движущей силой связывания препарата с ДНК 
являются | гидрофобнье и ван-дер-ваальсовые 
взаймодействия, в то время как гидратационньй и 
энтропийный вклады являются энергетически 
невыгодными. Электростатический вклад 
незначительно дестабилизирует комплекс. 
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ТЕРМОДИНАМІКА КОМПЛЕКСОУТВОРЕННЯ ПРЕПАРАТУ НОЕСНУТ 33258 З ДВОСПІРАЛЬНОЮ ДНК 


Костюков В.В. 


Проведено розрахунок і аналіз енергетичних внесків різних фізичних взаємодій у повну енергію Гіббса зв'язування 
двоспіральної ДНК з Ноесћѕі 33258. Встановлено, що порівняно невелика величина повної енергії комплексоутворення є 
сумою великих за модулем компонент, що мають різні знаки. Вивчено вклади ван-дер-ваальсових взаємодій і водневих 
зв'язків  (між-і внутрішньомолекулярних) і з водним оточенням. Показано, що, енергетично вигідними при 
комплексоутворенні Ноесһћѕї з ДНК є гідрофобний і ван-дер-ваальсових вклади, а ентропійний компонент 1 втрата частини 
водневих зв'язків з водою при зв'язуванні виявляються несприятливими. При цьому електростатичний внесок незначно 
дестабілізує комплекс. 


Ключові слова: енергетичні вклади, комплексоутворення, ДНК, Ноесћѕї 33258. 


ТНЕ ТНЕКМОрҮМАМІСЅ ОЕ ГІСАХРІХС ОЕ ТНЕ НОЕСНЄЯТ 33258 УІТН НЕШСАТ, ОМА 
КозбупКоу У.У. 


Тһе саісшайор апа апа1уз1$ ої епегру сопігірийопз ої уагіоџѕ рһуѕіса1 ицегасНоп$ іп (ће їоїа! @1Б$ епегру ої біпдїпе ої дочЫе- 
ѕігапдеа ОМА ут ће Фгиє Ноесһѕї 33258. Ії 15 еѕќаБііѕһеа Шаг а геіайуєіу зтаП дцапійу ої е їоїа! епегру ої сотріехайоп 15 
е ѕит ої ]агое тоди ц5 сотропепіѕ уф 1 егеп 12105. Те сопітірибоп5 ої уап ег \\аа[5 іпіегасйпопѕ ара Ббудговеп Бопаѕ (ће 
Іпќег- апа іпігатоїеси!іаг) апа мії е адиеоця епуігоптепі ууаз ѕќџаіеа. І 15 зпо\уп МБаї, епегрейсаПу Юг сопаріех Ғогтайоп мії 
Ноесһѕё ОМА аге һуйгорһобс ара уап ег У/ааіз сопігібийопе, апа ће епігору сотропепі апа ће 1055 ої будговеп Боп4$ мії 
умаїег іп ће Ыпаіпо адуегзе]у. ш 1$ саѕе, ће еІесігоѕќайс сопітібийоп 51еВЙу деѕѓаБі7еѕ Ше сошрех. 


Кеу уогӣ5: епегру сопігібийорѕ, ће сотрІіехайоп, ОМА, Ноесћѕі 33258. 
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ШВИДКІСТЬ ПОГЛИНАННЯ КИСНЮ ЗАРОДКІВ В'ЮНА ЗА УМОВ ВПЛИВУ 
АМІНОКИСЛОТНИХ ПОХІДНИХ НАФТОХІНОНУ 


Генега А.Б., 2Яремкевич О.С., Мандзинець С.М., Бура М.В., Остапів Д.Д., Санагурський Д.І. 
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Надійшла до редакції 28.12.2009 


Новосинтезовані низькотоксичні сполуки мають високу протигіпоксичну, протиішемічну та протисудомну дію, можуть 
використовуватись у фармацевтичній промисловості для створення нових лікарських препаратів з церебропротекторною 
дією. Мета роботи полягала у з'ясуванні впливу амінокислотних похідних 1,4-нафтохінону, а саме глутаміну, тирозину, 
аспарагіну, аланіну, лейцину на швидкість поглинання кисню зародками в'юна (10° мкг/мл) упродовж ембріогенезу. Отже, 
швидкість поглинання кисню зародками в'юна за дії амінокислотних похідних нафтохінону глутаміну та аспарагіну 
достовірно збільшується на 1 год, 3,5 годі 5,5 год розвитку в'юна. 


Ключові слова: нафтохінон, глутамін, аспарагін, швидкість поглинання кисню, зародки в'юна 
‚Глу й р й Д , Зарод 


ВСТУП 


На даний час актуальним питанням є дослідження 
синтезу нових біологічно активних сполук з 
подальшим пошуком лікарських препаратів, та 
розробка новітніх технологій їх одержання. Такі 
біологічно активні речовини, як амінокислоти 
виконують найважливіші функції для підтримки 
процесів гомеостазу в організмах тварин та людини, а 
декотрі з них використовуються в якості 
антитоксичних лікарських препаратів. Це 
пояснюється їхньою здатністю брати участь в 
азотистому обміні, в синтезі необхідних для 
нормальної | життєздатності організму білків, 
ферментів, гормонів, тощо. Синтетичні М-похідні 1,4- 
нафтохінону мають перспективи практичного 
використання в медицині та фармакології, оскільки 
володіють низькою токсичністю, проявляють 
активність в реакціях, як з пероксидними, так і з 
алкільними радикалами, гальмують окиснення при 
надлишковому Й низькому тиску кисню, частково 
захищають ліпіди при гіпоксії й при небезпеці 
виникнення інфаркту [1, 7). Природні хінони та їх 
похідні показали свою перспективність також як 
інгібітори пероксидного окислення ліпідів при 
гіпоксичному стані [7]. 

Відомо, що інтенсивні зміни окисних процесів 
спостерігаються при заплідненні яйцеклітин різних 
тварин, які супроводжуються фазовими коливаннями 
швидкості поглиннання кисню [1, 11]. У процесі 
розвитку спостерігається поступове наростання 


інтенсивності дихання, яке обумовлене етапами 
ембріогенезу 1 посиленням енергетичного обміну. 
Деякі автори [1, 6) відмічають, що під час кожного 
мітотичного поділу бластомерів спостерігається 
коливання інтенсивності споживання кисню, тобто 
дихання посилюється на стадії інтерфази, досягає 
максимуму на стадії профази, а пригнічення дихання 
відбувається на стадії телофази. Крім цього виявлено 
тісний взаємозв'язок між електрохімічними 
властивостями мембран та окремими етапами мітозів 
на ембріонах різних тварин: по тривалості період 
коливання величини трансмембранного потенціалу 
(ТМП) співпадає з тривалістю мітотичного циклу 
синхронних дроблень бластомерів зародків [2, 3, 4]. 

Одержані в університеті «Львівська політехніка» 
нові  низькотоксичні сполуки мають високу 
протигіпоксичну, протиішемічну та протисудомну 
дію, можуть використовуватись у фармацевтичній 
промисловості для створення нових лікарських 
препаратів з церебропротекторною дією [7]. Тому 
детальне дослідження впливу амінокислотних 
похідних нафтохінону на зародкові клітини 
прісноводної риби в’юна в період раннього 
ембріогенезу є актуальним та перспективним, 1 дасть 
можливість поглибленого розуміння механізмів 
біологічної дії цих речовин, покращення їх 
лікувальних властивостей, а це вагоме значення для 
фармакології 1 медицини. 

Зародки в'юна є адекватною тест-системою для 
дослідження впливу різних фармакологічних та 
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хімічних чинників на живі організми в період 
раннього ембріогенезу [10], тому мета роботи 
полягала у з'ясуванні впливу амінокислотних 
похідних 1,4-нафтохінону (калієвих солей 2- 
амінокислот-3-хлор-1,4-нафтохінону), а саме 
глутаміну |Сій| та аспарагіну [Азр] (рис. 1) на 
швидкість поглинання кисню зародками в'юна (у 
концентрації 0,071 мкг/мл) упродовж ембріогенезу. 
о 


й зни 
СН-СООК 
ха 
о 
Калієва сіль 2-аспарагін-3-хлор-1.4-нафтохінону 


о 
МН. /СООК 
ра 
Г `а 
о 


Калієва сіль 2-глутамін-3-хлор-1.4-нафтохінону 


Рис. 1. Структурні формули калієвих солей 2-амінокислот- 
3-хлор-1,4-нафтохінону. 


МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 


Дослідження проводили на зародках в’юна 
(Міѕеиғпиѕ 0551115 Г.) через 1.0, 2.5, 3.0, 3.5, 4.0, 4.5, 
5.5 год після запліднення яйцеклітин під час стадій, 
які відповідають першому дробленню зиготи (2 
бластомери), четвертому (16 бластомерів), п'ятому 
(32 бластомери), шостому (64 бластомери), сьомому 
(128 бластомерів), восьмому (256 бластомерів) та 
десятому (1024 бластомерів). Овуляцію стимулювали 
внутрішньом'язовим веденням самкам хоріогонічного 
гонадотропіну (500 од). Ікру одержували через 36 год 
після стимуляції та запліднювали в чашках Петрі 
суспензією сперміїв за Нейфахом |8, 9). Сім'яники 
одержували після декапітації та розтину черевної 
порожнини самців. Через 5-10 хв після запліднення 
зиготи відмивали Й інкубували у фізіологічному 
розчині Гольтфретера при температурі 20-22°С. стадії 
розвитку контролювали візуально під бінокулярним 
мікроскопом МБС-9. Зародки в'юна інкубували в 
досліджуваних розчинах калієвої солі глутаміну та 
аспарагіну відповідно, контроль інкубували в 
фізіологічному розчині Гольтфретера при температурі 
22°С. Для визначення швидкості поглинання кисню 
використовували установку, зібрану на основі 
полярографа. 

Достовірність змін встановлювали за і-критерієм 
Стьюдента [5]. 


РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


У ході проведених досліджень встановлено, що 
швидкість поглинання кисню (ШПК) зародками в'юна 


характеризується періодичними змінами і залежить 
від стадії розвитку. 
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Рис. 2. Швидкість поглинання кисню зародків в'юна при дії 
калієвої солі 1,4-нафтохіноніл-глутамату упродовж 
синхронних поділів еластомерів. 
Тут 1 надалі вірогідні зміни порівняно із контролем: 
* жж Жжжж 

=р <0,05; —р<0,01; -р <0,001. 
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Рис. 3. Швидкість поглинання кисню зародків в'юна при дії 
калієвої | солі 1,4-нафтохіноніл-аспарагіну упродовж 
синхронних поділів бластомерів. 


Після запліднення (1 год розвитку) ШИК досить 
висока, становить 0,59 нг атом О/хв (див. рис. 2). На 
наступних двох стадіях поділів бластомерів (16 та 32 
бластомери) виявлено поступове незначне зростання 
ШИК від 0,65 до 0,70 нгатом О/хв, 1 на стадії 64 
бластомерів знижується достовірно до рівня 
0,58 нг атом О/хв. Після сьомого поділу відмічена 
тенденція зростання використання кисню зародками 
до 1 нгатом О/хв. Це, ймовірно, пов'язано з 
енергетичними потребами зародка на стадії ранньої 
бластули. На стадії 9 поділу бластомерів ШИК 
стрімко зростає до рівня 1,11 нг атом О/хв, однак на 
останній стадії синхронних бластомерів виявлено 
достовірне зниження використання зародками кисню 
до значень 0,91 нгатом О/хв. У кінці періоду 
синхронних поділів бластомерів (6-7 години 
розвитку) активуються макромолекулярні синтези, 
особливо масивний синтез нових мРНК [3], що 
вимагає значних енерговитрат 1 приводить до 
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перерозподілу клітинних макроергів, з чим, імовірно, 
й пов'язана відмінність ШИК на цьому етапі розвитку 
у порівнянні із першими поділами бластомерів [3]. 

Слід зазначити, що подібний ефект підвищення 
ШИК спостерігається 1 при дії адреналіну упродовж 
синхронних поділів бластомерів [3]. Упродовж трьох 
годин розвитку після запліднення абсолютні величини 
ШИК зменшуються порівняно з контролем. Після 3,5 
год розвитку, як 1 у випадку дії калієвої солі 1,4- 
нафтохіноніл-глутамату спостерігається фаза 
достовірного збільшення ШІК (стадія 64 
бластомерів) до 0,97 нгатом О/хв у порівнянні з 
контролем. 

Упродовж наступної стадії поділу бластомерів 
виявлено зміни ШИК за умов наявності в середовищі 
інкубації калієвої солі 1,4-нафтохіноніл-аспарагіну у 
порівнянні з контролем, які мали коливний характер. 
Через 4,5 год розвитку (10 поділ) після запліднення 
спостерігаємо стрімке зростання ШИК до 1,21 нг атом 
О/хв ШИК порівняно з контролем. Слід відмітити, що 
надалі на стадії 10 поділу за дії аспарагінового 
похідного нафтохінону | зміни ШІК були 
недостовірними, оскільки значення цього показника 
залишалися однаковими. 

У результаті проведених досліджень встановлено, 
що ШИК зародків в'юнів при інкубації за присутності 
розчинів похідних амінокислот в середовищі інкубації 
зберігають тенденцію ШПК подібну до тієї, яка 
спостерігається в контролі. Тобто ШПК зародками 
в'юна характеризується періодичними змінами 1 
залежить від стадії розвитку. Проте, показники ШПК 
є дещо вищі ніж у контролі, що свідчить про 
збільшення інтенсивності поглинання кисню за дії 
похідних амінокислот нафтохінону глутаміну та 
аспарагіну. Це, ймовірно, пов'язано з тим, що 
амінокислотні похідні нафтохінону можуть впливати 
на різні ланцюги метаболізму 1 таким чином впливати 
на значення ШПК. 


ВИСНОВКИ 

Отже, встановлено залежність швидкості 
поглинання кисню зародками в'юна від стадії 
розвитку, яка характеризується | періодичними 


змінами. 
При інкубації зародків в'юна в середовищі при 
додаванні амінокислотної похідної 1,4-нафтохінону, а 


саме  глутаміну, швидкість поглинання кисню 
достовірно збільшується на стадії 2, 64 бластомерів та 
на стадії 10 поділу. 

Швидкість поглинання кисню зародками в'юна за 
дії амінокислотної похідної 1,4-нафтохінону 
аспарагіну на стадії 2, 64 бластомерів, 8 1 10 поділах 
достовірно збільшується. 


Робота виконана за підтримки Державного Фонду 
Фундаментальних Досліджень (№25.5/075). 
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СКОРОСТЬ ПОТРЕБЛЕНИЯ КИСЛОРОДА  ЗАРОДЬШАХ ВЬЮНА В УСЛОВИЯХ ВЛИЯНИЯ 
АМИНОКИСЛОТНЫХ ПРОИЗВОДНЫХ НАФТОХИНОНОВ 


Генега А.Б., Яремкевич О.С., Мандзинец С.М., Бура М.В., Остапив Д.Д., Санагурский Д.И. 


Полученные новые низкотоксичные соединения обладают высоким противогипоксическим, противоишемическим и 
противосудорожным действием, могут использоваться в фармацевтической промышленности для создания новых 
лекарственных препаратов с церебропротекторным действием. Цель работы заключалась в выяснении влияния 
аминокислотных производных 1,4-нафтохинона, а именно глутамина, тирозина, аспарагина, аланина и лейцина на 
скорость потребления кислорода зародышами вьюна (в концентрации 10-5 мкг/мл) в течение раннего эмбриогенеза. 
Следовательно, скорость поглощения кислорода зародышами вьюна при действии аминокислотных производных 
нафтохинона (глутамина и аспарагина) достоверно увеличивается на 1 ч, 3,5 чи 5, 5 ч развития вьюна. 


Ключевые слова: скорость поглощения кислорода, нафтохинон, ВЬЮН, ГЛУТАМИН, АСПАРАГИН 


ТНЕ КАТЕ ОК ОХУСЕХ АВ5ОВРТІОХ ВУ ГОАСН ЕМВКҮО ОХРЕК МАРНТНООЧТМХОМЕ АМІХО АСІр 
РЕКІУАТІУЕЅ 


Непера А., ЈагетКеуусһ О., Мапӣзупеќѕ 5., Вига М., Оѕѓаріу Р., Запасиг$ К Р. 


Тһе обќаіпеа пеу сотроип4$ умів Һеһ апіћурохіс, апії-ієспетіс апісопушѕ1уе асйоп аге Іоу ќохіс. 15$ сап иѕеа ш ће 
рбагтасеціса! іпаџѕігу (о сгеаѓе пеў дгиє5 уі сегебга! їгеаќеа асйоп. Тһе апп ої сиг м/огК ма5 сіагіїутє ће ппрасі ої 
атіпо ас1а дегіуайуєз ої 1,4-парһћћодшпопе (єПаатипе, ѓугоѕіпе, аѕрагаріпе, аїапіпе, Іеџсіпе) оп гае ої охусеп аб5огріїоп 
ої етбгуоз Ісасії (10.5 ре/т!1) дпгіпє етбгуо2епез15. Тһиѕ, ће еНес{ ої атіпо асіа дегіуайуєв парһћћодшпопе аѕрагаріпе 
апа оіиќатіпе оп гаїе ої охуреп абзогрНоп іп Іоасћ етбгуо 51ет1ИсапИу шсгеазе4 оп 1 В, 3.5 Б апа 5, 5 Б демеїортепі ої 
Іоаећ етбгуоѕ. 
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Исследована динамика внутреннего и внешнего пути свертывания плазмы крови, из которой удалялся растворенный воздух 
с помощью сверхнормативного центрифугирования. Показано, что активности кровяной и тканевой протромбиназ 
немонотонно зависят от степени дегазации, максимумы активностей достигаются при полной дегазации плазмы, при этом 
время свертывания уменьшается вдвое. Результаты измерений времени свертывания в зависимости от концентрации 
запускающих свертывание ионов кальция свидетельствуют о том, что дегазация увеличивает химическую активность ионов 


кальция примерно на 0.1мМ. 


Ключевые слова: кинетика, свертывание, плазма, кровь, центрифугирование, дегазация, протромбиназа, протромбин. 


ВВЕДЕНИЕ 


Как известно, в воде при нормальных условиях 
содержится около 2% (объемных) растворенного 
воздуха, небольшая часть которого образует коллоид 
из микропузырьков. Для многих обитающих в воде 
организмов этот воздух является жизненно важным 
компонентом - источником кислорода. Кровь, как и 
другие  биожидкости, также может содержать 
растворенные газы воздуха помимо того кислорода, 
что переносится гемоглобином. Очевидно, что часть 
этих газов может собираться в микропузырьки. В 
последнее время в литературе обсуждается проблема 
влияния растворенного воздуха на гидрофобное 
взаимодействие в водной среде, которое в 
биожидкостях ответственно за стабильность и 
функциональную активность белков. Интерес к этой 
проблеме связан, прежде всего, с поисками мишеней 
и механизма накопления слабых электромагнитных 
воздействий [1], однако изменение активности белков 
при удалении растворенного воздуха — проблема сама 
по себе интересная и малоизученная. 

В работах [2,3] сообщается о необычных 
последствиях дегазации воды — улучшении ее моющих 
свойств. Дегазация воды влияет на гидрофобные силы, 
приводя к росту коэффициента поверхностного 
натяжения с более чем на 5% [4]. Для сравнения, при 
нагреве от 20 до 60°С (температура денатурации 
некоторых белков) с уменьшается всего на 10%. 

В [5] показано, что продолжительность 
центрифугирования немонотонно влияет на скорость 
оседания эритроцитов и активность протромбиназы. 
Центрифугирование образцов дистиллированной 
воды приводит к возрастанию рН от 6.57 при 30°С до 
7.25 при 36°С, что обусловлено дегазацией и выходом 


углекислоты. Выход углекислоты означает, что по 
закону Дальтона из воды выходят также и другие газы 
воздуха. Таким образом, измеряя рН можно судить о 
степени дегазации воды. 


Причина дегазации при центрифугировании 
довольно проста. Под действием центробежного 
давления происходит быстрое укрупнение 


микропузырьков за счет их слияния и десольватации 
газов из окружающего пузырек объема до его полного 
истощения. Микропузырьки всплывают на 
поверхность под действием выталкивающей силы 
Архимеда, которая во время вращения центрифуги 
увеличивается многократно за счет центробежного 
ускорения Скорость всплытия ограничивается 
противодействующей силой вязкого трения и поэтому 
пропорциональна квадрату радиуса пузырька. Время 
максимальной дегазации при центрифугировании 
получается делением высоты столба жидкости на 
скорость всплытия. Дальнейшей возврат к 
равновесному рН происходит немонотонно в 
зависимости от степени дегазации. При малом 
времени центрифугирования всплытие пузырьков (и 
связанная с этим дегазация жидкости) продолжается и 
после остановки вращения, но с меньшей скоростью, 
что наблюдается как рост рН до предельного 
значения, соответствующего полной дегазации [5]. 
После остановки центрифуги и всплытия всего столба 
микропузырьков процесс поглощения воздуха 
становится преобладающим, что приводит к 
снижению рН до равновесного значения. 

В настоящей работе мы используем дегазацию 
плазмы крови методом центрифугирования с целью 
получения более детальной информации о влиянии 
растворенного воздуха на функционирование белков 
свертывающей системы крови. 
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Как известно [6], имеются два основных пути 
запуска свертывания крови. Один из них считается 
внутренним, когда запуск осуществляется за счет 
ферментных факторов, содержащихся в самой крови 
или плазме, без участия тканевого тромбопластина. 
Запуск свертывания по этому пути начинается с 
активации контактного фактора ХП [6], вслед за 
фактором ХП последовательно активируются факторы 
ХІ, ІХ, УШ. Последние два фактора (ІХ и УШ) в 
присутствии ионов кальция и фосфолипидов 
осуществляют активацию фактора Х, называемого 
кровяной протромбиназой. 

Второй путь активации свертывания — внешний, 
поскольку он запускается поступлением из тканей в 
кровь тканевого тромбопластического фактора 
(фактора Ш), относящегося по природе к 
липопротеидам. Тромбопластический фактор, вступая 
во взаимодействие с фактором МП, при участии ионов 
кальция образует активатор фактора Х, называемого 
тканевой протромбиназой. 

В основе реакции свертывания лежат реакции 
гидролиза осуществляемые протеолитическими 
ферментами. Реакции происходят на матрицах 
фосфолипидных мембран разрушенных эритроцитов 
и тромбоцитов, когда факторы свертывания 
фиксируются на мембранах при помощи ионов 
кальция [7]. При этом вопрос о влиянии 
растворенного воздуха на коагуляцию остается 
невыясненным. 

Качественный анализ динамики внутреннего и 
внешнего путей системы свертывания был проведен в 
работах [8, 9]. Зависимость скорости процесса от 
концентрации кальция исследовалась в работах [10, 
11]. Основной вывод этих работ состоит в том, что 
системы свертывания обладают пороговым 
поведением относительно активирующего воздействия 
ионов кальция, что связано с существованием в системе 
кальциевой регуляции. Интересно выяснить, как 
растворенный в крови воздух влияет на это пороговое 
поведение. С этой целью в настоящей работе была 
также экспериментально исследована динамика 
активации внешнего и внутреннего пути свертывания 
в неразбавленной свежей донорской плазме путем 


добавления свободного кальция в различных 
концентрациях. 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 


Все эксперименты были выполнены на 
неразбавленной плазме, полученной из крови 
здоровых доноров с цитратным раствором, путем 
центрифугирования при 3000 об/мин при комнатной 
температуре. Нормативное время центрифугирования 
в соответствии с общепринятой методикой удаления 
тромбоцитов составляло 14-15 мин. Для дальнейшей 
дегазации плазма подвергалась дополнительной 
сверхнормативной обработке центрифугированием 
при 3000 об/мин. Центрифугирование, ускоряя 
всплытие микропузырьков под действием 


многократно возрастающей силы Архимеда, приводит 
к выходу из жидкости растворенного воздуха. Время 
всплытия определяется вязкостью среды и размерами 
сосуда, характерное время полной дегазации 
пробирок с водой составляет порядка 50 мин [5]. 

Для определения времени свертывания внут- 
реннего пути измерялось Т»„ -— активированное 
парциальное тромбопластиновое время (АПТВ), для 
чего использовался «АПТВ-Тест» фирмы «Техноло- 
гия-Стандарт», Россия. Для внешнего пути 
измерялось протромбиновоє время Тох с помощью 
стандартного набора «Техпластин-Тест» той же 
фирмы. В обоих случаях при определении времени 
свертывания исследовалась обедненная тромбоцитами 
цитратная плазма, которую получали путем 
центрифугирования при 3000 об/мин. После 
очередного цикла центрифугирования из каждой 
пробирки осторожно отбирали в другую пробирку 
образцы супернатанта (верхнего слоя) - 2.5мл для 
определения АПТВ и Імл для опыта с насыщением 
плазмы воздухом путем встряхивания. 

Для измерения АПТВ в пробирку с 0.1мл 
исследуемой плазмы добавляли 0.1мл  зритро- 
фосфатид-каолиновой смеси, встряхивали и инкуби- 
ровали в течение трех минут. После чего добавляли 
0.1] мл предварительно подогретого до 37°С раствора 
СаСі,, имеющего концентрацию 0.025М, и начинали 
отсчет времени. Затем, вынимая пробирку из бани и 
слегка наклоняя ее, отмечали время образования 
сгустка Ті, Отсчет проводили дважды и брали 
средний результат. Далее плазму выдерживали в 
центрифуге при 3000об/мин до следующей точки по 
времени а. 

Для измерения протромбинового времени Тон 
пробирку с 0.1мл исследуемой плазмы инкубировали 
при 37°С в течении одной минуты затем добавляли 
0.2мл тромбопластин-кальциевой смеси, имеющей 
температуру 37°С и начинали отсчет времени 
свертывания Тош до образования фибрина. Измерение 
проводили в двух параллельных пробах и учитывали 
средний результат. 

Для выявления порогового поведения 
свертывающей системы плазмы в зависимости от 
концентрации ионов кальция во все пробы добавлялся 
«Эрилид» – фосфолипидный препарат, выделяемый из 
мембран эритроцитов для стандартизации содержания 
коагуляционно-активной фосфолипидной поверх- 
ности в обедненной плазме [12]. Все добавки делались 
в буфере, содержащем 0.15 М трис-НСІ, с рН=8.0. 
Свертывание запускалось добавлением в плазму 
раствора СаС1> с концентрацией в диапазоне от 0.1 до 
1.4 мМ. Все измерения проводились при постоянном 
перемешивании и температуре 37°С. 


РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 


Измерения времени свертывания плазмы по 
внутреннему пути Гі в зависимости от времени 
центрифугирования іа были выполнены на четырех 
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образцах плазмы разных доноров. На рис. 1 
представлены усредненные относительные 
результаты с указанием стандартных отклонений для 
каждой точки. На интервале 15414325 мин Ти резко 
возрастает до максимума в точке /4 = 25 мин, а затем 
более плавно уменьшается, пересекая к исходное 
нормативное значение Тю при м = 50мин (время 
полной дегазации согласно [5]). На интервале 
15</4<25 мин Т. практически не меняется составляя 
половину от исходного значения То. 

На вставке к рис. 1 область максимума 
представлена более подробно. Кривая на вставке 
построена как усреднение результатов другой серии 
опытов, в которых исследовались два других образца 
плазмы. С этим связано ее отличие от кривой на 
рисунке, поскольку конкретные значения Т. немного 
разнятся для разных образцов плазмы. Отметим, что, 
несмотря на различие кривых, время достижения 
максимума примерно совпадает для обеих серий. 

Как видно из рис. | (см. также вставку), 10 минут 
сверхнормативного центрифугирования приводят к 
значительному увеличению времени свертывания Ті, 
или к уменьшению активности белков свертывающей 
системы. Суммарное время  центрифугирования 
і4= 25 мин примерно соответствует диффузионным 
временам дегазации воды [5]. Для того, чтобы 
убедиться, что изменения времени свертывания 
образцов плазмы Т. после сверхнормативного 
центрифугирования обусловлены сопутствующей 
дегазацией, был проведен опыт с насыщением этих 
образцов воздухом — опыт со встряхиванием. После 
измерения Т для 4 = 25 мин (в области максимума, 
см. рис. 1) пробирка с | мл исследуемой плазмы 
плотно закрывалась пробкой и встряхивалась в 
течение 5-7 мин, после чего плазма отстаивалась при 
комнатной температуре 3-4 мин до оседания пены и 
снова измерялось Ті. Далее цикл встряхивания 
повторялся. Результаты опыта со встряхиванием 
приведены на рис. 2. 

Как видно из рис. 2, эффект десятиминутного 
сверхнормативного центрифугирования полностью 
компенсируется после двух циклов встряхивания, 
Т/Тьо= 1. По мере дальнейшего насыщения образца 
плазмы воздухом отношение Т»/Тьо уменьшается до 
нуля, при п?» 4 плазма свертывалась практически 
мгновенно, за 2-Зсекунды. Это означает, что в течение 
= 15мин нормативного центрифугирования 
происходит некоторая дегазация образцов, 
приводящая к увеличению Тш. Кроме того, 
наблюдаемый экспоненциальный закон изменения 
Т./ Т.о де соответствует общепринятым 
представлениям о переходе системы к равновесию на 
межфазной границе. 

Таким образом, растворенный в плазме воздух 
является на первый взгляд, необходимым 
компонентом для срабатывания системы свертывания 
крови по внутреннему пути. Однако дальнейший ход 
зависимости Т.,„(ѓа) на рис. 1 менее понятен. 


15 30 45 60 75 
іа, тшп 


Рис. 1. Изменение времени свертывания по внутреннему 
пути Ті/Тіо (в отн. ед., То=0.61мин при &=15мин) при 
сверхнормативном центрифугировании, іа > 15мин. 
Штриховая линия - исходное нормативное значение. На 
вставке - область максимума по результатам другой серии 
опытов. 
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Рис. 2. Время свертывания по внутреннему пути Т, в 
зависимости от степени насыщения воздухом (п — число 
циклов встряхивания) после сверхнормативного 
центрифугирования в течении 10мин (до &=25 мин) по 
отношению к нормативному времени Т= 0.7мин при 
и= 15мин 


Можно ожидать, что с ростом 1 воздух 
практически полностью выходит из плазмы, для воды 
это происходит при > 50 мин [5], а для плазмы, 
возможно, при А> 30 мин В таком случае 
ниспадающий участок кривой на рис. І обусловлен 
механизмами, не связанными с дегазацией. Так или 
иначе, как видно из рис. І, максимум активности 
кровяной протромбиназы (минимум Ти(1а)) достигается 
при полной дегазации плазмы. 

Совершенно иной вид имеет кинетика активации 
системы свертывания по внешнему пути. На рис. 3 
представлены средние по трем образцам плазмы 
значения Т) и соответствующие стандартные 
отклонения. Сначала с ростом а время свертывания 
уменьшается примерно вдвое от начального значения, 
максимальной скорость свертывания достигается при 
полной дегазации. Затем при >50 мин характер 
кривой меняется на возрастающий. Так же как и для 
кровяной протромбиназы (рис. 1) максимум 
активности тканевой протромбиназы (минимум Тъи(1а)) 
(рис. 3) достигается при полной дегазации плазмы. 
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Рис. 3. Изменение времени свертьвания по внешнему пути 
Том/Токо (в отн. ед. , То =0.4 мин при ід =15 мин) при 
сверхнормативном центрифугировании, /4 >15 мин. 
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Рис. 4. Изменение времени свертывания по внутреннему 
пути Ті, после центрифугировании в течении 1/4 =15 мин (0) 
и їі =24 мин (А) в зависимости от концентрации 
добавляемого раствора СаС1> 
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Рис. 5. Изменение времени свертывания по внешнему пути 
То. после центрифугировании в течении № = 15 мин (0) и 
= 60 мин (А) в зависимости от концентрации 
добавляемого раствора СаС1> 


Некоторое сходство поведения кривых Ть(1) и 
Т, (ѓа) в окрестности точки ід =50мин позволяет нам 
высказать предположение о том, что выход СО» и 
соответствующий рост рН увеличивают активность 
ионов кальция, ускоряя таким образом фиксацию 
факторов свертывания на мембранах. Для проверки 


этого вывода были измерены зависимости Ти и Т ОТ 
концентрации раствора СаСі1», запускающего процесс 
свертывания плазмы. Полученные результаты для 
внутреннег и внешнего путей свертывания 
представлены на рис. 4 и рис. 5 соответственно. 

На рис. 4 приведены зависимости времени 
свертывания по внутреннему пути Г; от 
концентрации добавляемого раствора СаС1,. Эти 
кривые были получены для проб, отобранных из 
одного образца плазмы, которые центрифугировались 
іа =15 мин и Ід =24 мин и, следовательно, отличались 
степенью дегазации. Относительную ошибку этих 
измерений можно оценить как модуль разности 
ординат соседних точек, деленный на их сумму. 
Среднее значение относительной ошибки составило 
16% для кривой ід =15 мин и 7% для 4 =24 мин. Каки 
в работе [10], здесь имеется пороговая концентрация 
кальция примерно 0.2мМ, ниже которой свертывание 
не наступает. Видно, что дегазация плазмы снижает 
примерно вдвое время свертывания на интервале 
концентраций 0.2<[СаС1>]<1.8 мМ. 

Такой же эффект от дегазации наблюдается и для 
концентрационных зависимостей времени 
свертывания по внешнему пути Тоц, рис. 5. Пробы, 
отобранные из одного образца плазмы отличались 
степенью дегазации, время центрифугирования 
составляло іа = 15 мини ѓа = 60 мин. 

Среднее значение относительной ошибки 
составило 21% и 19% соответственно. Здесь 
пороговое поведение кривых имеет ярко выраженный 
характер. Как видно из рис. 5, центрифугирование в 
течении 60 мин, во-первых, уменьшает пороговое 
значение концентрации Са’ примерно на 0.1 мМ, а 
во-вторых — уменьшает время свертывания во всем 
диапазоне концентраций Са’ более, чем вдвое. 
Удивительно, что после часа выдержки в центрифуге 
свертывающая система крови все еще сохраняет свою 
работоспособность. 

Сравнивая кривые на рис.4 и рис.5 можно 
заметить, что в области 0.5<[СаС1›]<1.5 мм 
наблюдается примерно параллельный сдвиг по оси 
абсцисс. Кривые с большими Ёй сдвинуты 
относительно соответствующих кривых с меньшими 
а примерно на 0.1 мМ, что можно объяснить 
эффективным увеличением концентрации, то есть 
увеличением активности ионов Са при дегазации. 
Часть растворенного в плазме воздуха собирается в 
микропузырьки, которые, как известно [1], являются 
ловушками для свободных ионов, уменьшая тем 
самым их активность. Дегазация удаляет эти ловушки, 
и активность ионов возрастает. 


ВЫВОДЫ 


Исследование динамики свертывания плазмы 
показало, что активность свертывающей системы 
зависит от концентрации растворенного в плазме 
воздуха немонотонно. © ростом дегазации время 
свертывания по внутреннему пути резко растет, а по 
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ВПЛИВ РОЗЧИНЕНОГО В КРОВІ ПОВІТРЯ НА ДИНАМІКУ ЗГОРТАННЯ ГУ ИТКО 
Зінченко А. О., Шаталов В. М. 


Досліджена динаміка внутрішнього і зовнішнього шляхів згортання плазми крові, з якої видалялося розчинене 
повітря за допомогою наднормативного центрифугування. Показано, що активності кров'яної і тканинної 
протромбиназ немонотонно залежать від ступеня дегазації, максимуми активності досягаються при повній дегазації 
плазми, при цьому час згортання зменшується вдвічі. Результати вимірів часу згортання залежно від концентрації 
іонів кальцію, що запускають згортання, свідчать про те, що дегазація збільшує хімічну активність іонів кальцію 
приблизно на 0.1 мм 


Ключові слова: динаміка, згортання, плазма, кров, центрифугування, дегазація, протромбіназа, протромбін. 
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Метою роботи було встановлення діапазону частот, що визначає зміни класичних низькочастотних діапазонів ЕЕГ-спектру 
при виконанні тестів на короткочасну пам'ять. Проведено аналіз змін густини спектральної потужності усіх частот в 
діапазоні 0,2-25 Гц (крок 0,2 Гц) під час виконання простої сенсомоторної реакції та тесту на короткочасну пам'ять. 
Співставлення отриманих даних показало, що активованість мнемонічних процесів пов'язана зі зменшенням густини 


спектральної потужності ЕЕГ-частот від 6,5 до 10,5 Гц, що не співпадає з рамками традиційних діапазонів. 


Ключові слова: ЕЕГ, частотні діапазони, пам'ять, сенсомоторна реакція. 


ВСТУП 


В сучасних дослідженнях когнітивної діяльності 
людини поширеним 1 досить результативним є пошук 
окремих ритмічних компонентів електроенцефало- 
грами, що могли б слугувати індикаторами стану тих 
або інших мозкових функцій. Як вказують в своїх 
роботах С. Ви7зак1 [7] та МУ. Кіптпеѕсеһ [11], в рамках 
таких досліджень найчастіше застосовують методи 
фрагментації базових частотних діапазонів ЕЕГ з 
подальшим аналізом динаміки їх  потужнісних 
характеристик за різних умов. Використання такого 
способу аналізу дозволило Ктаџѕе та співавторам [14] 
виявити неідентичність динаміки низькочастотних (8- 
10 Гц) та високочастотних (10-12 Гц) компонентів а- 
діапазону при активації короткочасної пам'яті. Ці ідеї 
розвинув у своїх роботах №. Кітеѕсћ, обгрунтувавши 
три базових положення про зв'язок компонентів ЕЕГ- 
спектру з когнітивними процесами: десинхронізація 
низькочастотного а-длапазону відбиває стан 
направленої уваги, високочастотного - реалізацію 
процесів сематничної пам'яті, а синхронізація у Ө- 
діапазоні пов'язана з епізодичною пам'яттю та 
кодуванням нової інформації [11]. З іншого боку, 
М. Н. Русаловою [5] було виявлено залежність 
частоти домінуючого а-ритму від мотиваційно- 
емоційного фону діяльності - а такі перебудови 
обов'язково відбиваються на співвідношенні 
потужностей окремих діапазонів. В межах у-діапазону 
було виявлено  частотно-специфічні реакції, що 
відображають стан функції уваги [1]. 

Отже, можна констатувати, що функціональна 
гетерогенність класичних діапазонів є доведеною, 1 
тепер доцільно вести пошук окремих складових 
частотного спектру ЕЕГ саме в цьому напрямку. На 


нашу думку, більшість підходів до такого пошуку 
мають два суттєвих недоліки. По-перше, дослідники 
спочатку виділяють окремі піддіапазони, а потім вже 
розглядають їх функціональні особливості. Причому 
таке виділення, як правило, не має фізіологічного 
обгрунтування: наприклад, діапазон просто 
розділяють на дві рівні частини (01 - 8-10 Гц, 02 - 10- 
13 Гц) П4, 17]. Іноді виділяють більше частин [11, 13], 
але у будь-якому разі межі кожного з таких нових 
піддіапазонів нічим не обгрунтовуються. Другою 
проблемою є те, що самі класичні діапазони ЕНГ були 
виділені за принципами, не пов'язаними зі станом 
когнітивних функцій. Це частотні смуги, в межах яких 
у більшості людей спостерігається виражений 
специфічний | ритм з відносно ідентичними 
амплітудно-часовими характеристиками у певному 
функціональному стані: спокої, активної діяльності, 
на різних фазах сну |7). Тобто спосіб, у який 
виділялись рамки таких діапазонів, також не має 
прямого відношення до тих завдань, для яких вони 
зараз використовуються. 

На нашу думку, вказану проблему можна 
вирішити, виділивши частотні діапазони ЕЕГ за 
іншим принципом -— узгодженою реактивністю 
суміжних частот у відповідь на актуалізацію певної 
функції: направленої уваги, короткочасної пам'яті, 
орієнтувальної реакції тощо. Для цього оцінку 
пов'язаних з подією змін необхідно проводити окремо 
для кожної частоти спектру ЕЕГ з мінімальним 
кроком, що дозволяє отримати Фур'є-перетворення 
для запису даної тривалості. Цього можна досягти, 
використовуючи спектральну густину потужності усіх 
виділених частот ЕЕГ-спектру. На актуальність 
проведення подібного аналізу вказують у своїй статті 
А. Я. Каплан зі співавторами [4], із застосуванням 


ЧАСТОТНА СТРУКТУРА ЕЛЕКТРОЕНЦЕФАЛОГРАМИ ЛЮДИНИ 


ПІД ЧАС ЗАПАМ'ЯТОВУВАННЯ ВЕРБАЛЬНОЇ ІНФОРМАЦІЇ 


таких підходів описано частотні смуги, що можуть 
бути маркерами помилкових та правильних реакцій 
[8] 1 емоційних станів [2] у людини. 

У даному дослідженні ми мали за мету виділення 
діапазону частот, що визначає зміни низькочастотних 
складових ЕЕГ-спектру при виконанні тестів на 
короткочасну пам'ять. Нами було обрано тест на 
запам'ятовування вербальної інформації, оскільки 
існують досить переконливі дані щодо існування 
низькочастотних ЕЕГ-корелятів процесів 
запам'ятовування слів [11], однак, незважаючи на 
високу популярність цієї проблеми в науковій 


літературі, сама структура та механізми даного 
зв'язку залишаються розкритими не до кінця. 
Зрозуміло, що виконання цього тесту 


супроводжується не тільки залученням мнемонічних 
процесів, але й  неспецифічною активацією та 
посиленням довільної уваги. Тому, з метою виділення 
патернів ЕЕГ, що безпосередньо не пов'язані з 
запам'ятовуванням вербальної інформації, нами було 
застосовано методику виконання простої 
(автоматизованої) аудіомоторної реакції [1]. 


МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 


У дослідженні як обстежувані взяли участь 48 
добровольців - студентів Київського національного 
університету віком від 15 до 22 років, обох статей. 
Згідно самозвіту, всі волонтери були праворукими. 
Під час обстеження вони знаходились у затемненій 
звукоізольованій камері у кріслі в зручному 
положенні напівлежачи із заплющеними очима. Було 
проведено дві окремі серії обстежень з реєстрацією 
ЕЕГ: під час тестування об'єму короткочасної пам'яті 
(п-27) та при виконанні простої аудіомоторної реакції 
(п-21). 

В першій серії обстежень на початку протягом 
трьох хвилин записували НЕГ обстежуваних у 
вихідному стані спокою (запис проводили щохвилини 
у вигляді 20-секундних проб). Далі через мікрофон 
подавалася інструкція: "Ви маєте запам'ятовувати 
продиктовані слова і повторювати їх вголос після 
відповідної команди”, після чого починалося 
тестування. Усі використані в тесті слова містили 
малу кількість складів (один або два), були 
іменниками у називному відмінку однини 1 позначали 
конкретні предмети. В кожній пробі пред'являлось 10 
слів у темпі 1 слово за 2 с, слова в різних пробах не 
повторювались. Тест на об'єм короткочасної пам'яті 
виконувався п'ять разів 1 складався з послідовних 
етапів: запам'ятовування слів (етап 
"запам'ятовування", 20 с), утримання слів у пам'яті 
(етап “утримання”, 20 с), повторення слів, що вдалося 
запам'ятати (7-15 с). Між окремими виконаннями 
тесту робилась пауза тривалістю 20 с (етап “пауза”). 
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Під час повторення обстежуваним слів ЕЕГ не 
записували через численні артефакти, на всіх інших 
етапах реєстували ЕЕГ у вигляді окремих 20- 
секундних проб. 

У другій серії обстежень на початку досліду 
також протягом трьох хвилин записували щохвилини 
проби ЕЕГ у стані спокою. Далі кожен обстежуваний 
отримував інструкцію: "У відповідь на звуковий 
сигнал якнайшвидше натискайте на клавішу великим 
пальцем правої руки", після чого починалось 
виконання тесту. В якості сигналу використовували 
звуковий тон (1000 Гц, 60 Дб), інтервали між 
стимулами становили 3+1 с. Виконання аудіомоторної 
реакції тривало 5 хвилин, причому запис ЕЕГ 
здійснювали щохвилини. Веі записані проби ЕЕГ 
мали тривалість 20 с. 

Реєстрацію та первинний аналіз ЕЕГ проводили за 
допомогою електроенцефалографічного комплексу 
НЕС-165 (Медікор, Угорщина) – ІВМ РС АТ. ЕЕГ 
реєстрували від симетричних лобних (ЕЗ, ЕА), 
тім'яних (РЗ, Р4), потиличних (О1, О2) та скроневих 
(ТЗ, Т4) відведень за міжнародною схемою 10-20 %. У 
якості референтного використовували об'єднаний 
вушний електрод. Частота дискретизації сигналу 
становила 100 Гц. Після видалення артефактних 
фрагментів аналіз спектрального складу окремих 
реалізацій ЕЕГ проводили за допомогою швидкого 
перетворення Фур'є (епоха аналізу 5,12 с, перекриття 
епох - 50%). Отримані значення спектральної 
густини потужності (СГП, мкВ'/Гц) [16] усіх частот 
від 4 Гц до 25 Гц із кроком 0,2 Гц (4 Гц, 42 Гц, 44 Гц 
1 т.д.) усереднювали для однотипних реалізацій ЕНГ. 
Результати усереднень підлягали статистичному 
порівнянню з використанням рангового критерію 
Вілкоксона; як значущі розглядали відмінності, для 
яких р<0,05. 


РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


Як 1 слід було очікувати, виходячи з наведених 
вище літературних даних [11, 14], активне 
усвідомлене запам'ятовування слів в наших дослідах 
супроводжувалось вираженим зниженням потужності 
низькочастотних компонентів ЕЕГ-спектру. Аналіз 
змін СГП ЕЕГ-спектру показав, що частотні рамки 
цієї реакції не співпадають із загальноприйнятими 
рамками а-д1апазону - 8-13 Гц. Переважна більшість 
значущих змін для всіх відведень стосувалась 
інтервалу від 6,5 до 10,5 Гц. Найбільш виразні та 
однозначні кореляти процесів запам'ятовування 
реєструвались у симетричних потиличних ділянках 
неокортексу: тут на всіх частотах вказаного діапазону 
(6,5-10,5 Гц) реєструвалось значуще зниження СГП 
(Рис. 1, а). 
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Рис. 1. Зміни густини спектральної потужності різних частот ЕЕГ (крок 0,2 Гц) у відведенні ОЇ під час запам'ятовування 
слів (а) 1 утримання їх у пам'яті (6) відносно вихідного фону, паузи після виконання тесту відносно стану уримання слів у 
пам'яті (в), виконання простої аудіомоторної реакції відносно вихідного фону (г): ОО - верхня квартиль, ГО - нижня 
квартиль, Ма - медіана, -Ф-- значуща відмінність від 100 % (р<0,05), -2-- відсутність змін. 


У симетричних скроневих та тім'яних зонах в 
діапазоні 6,5-10,5 Гц спостерігалась значуща депресія 
СГП більшості, але не всіх, частот. У лобних 
відведеннях значущі зміни взагалі носили поодинокий 
характер. На нашу думку, такі топографічні 
особливості вказують на те, що описана ЕЕГ-реакція 
розвивалась саме в потиличних ділянках неокортексу, 


а в інших відведеннях отримані зміни носили, 
очевидно, вторинний характер або були відсутні 
зовсім. Виходячи з цього, ми навели в якості 
ілюстративного матеріалу дані по лівій потиличній 
ділянці (відведення ОТ) (Рис. 1). Підкреслимо, що 
повністю аналогічні реакції реєструвались і в 
симетричній ділянці О2. 


ЧАСТОТНА СТРУКТУРА ЕЛЕКТРОЕНЦЕФАЛОГРАМИ ЛЮДИНИ 


ПІД ЧАС ЗАПАМ'ЯТОВУВАННЯ ВЕРБАЛЬНОЇ ІНФОРМАЦІЇ 


Крім описаної генералізованої депресії на 
частотах 6,5-10,5 Гц у тім'яно-потиличних зонах 
неокортексу, нами було відмічено поодинокі, але 
значущі зміни в інших зонах та для інших складових 
спектру ЕЕГ. Зокрема, у фронтальних ділянках 
реєструвалось зниження СГП вузької частотної смуги 
9,0-9,6 Гц (р<0,05). В окципітальних відведеннях під 
час запам'ятовування розвивалась депресія окремих 
частот, що відповідали В-діапазону (Рис. 1, а). 

Наступним етапом в тесті було утримання 
інформації в пам'яті: протягом 20 с людина мала не 
забути почуті слова. Характер динаміки мозкової 
активності у цей час є дуже важливим для розуміння 
функціонального значення описаної вище реакції. З 
одного боку, в цей час у обстежуваного залишаються 
активованими механізми короткочасної пам'яті. З 
іншого - при цьому значно послаблюються процеси 
направленої уваги, пов'язані з  відстежуванням 
зовнішніх релевантних стимулів, оскільки вихідна 
установка змінюється з "слухати 1 запам'ятовувати" 
на "утримувати інформацію в пам'яті". Як вказує 
Д. Канеман [3], в цей час відбувається значне 
зростання концентрації уваги на внутрішній психічній 
діяльності. Таким чином, згадані два етапи тестування 
є нерівнозначними за ступенем залучення уваги. До 
того ж процеси уваги, як і процеси пам'яті, також 
можуть помітно видозмінювати спектрально- 
потужнісні характеристики ЕЕГ-сигналу [1, 9, 11]. 
Отже, дуже важливо розділити прояви цих двох 
когнітивних функцій і з'ясувати, яка з них робить 
більший внесок у розвиток описаної нами реакції. 

Виявилось, що послаблення направленої уваги 
(тобто перехід до утримання інформації в пам'яті) не 
викликало помітних змін у діапазоні 6,5-10,5 Гц: 
картина депресії СГП відносно вихідного стану 
спокою залишалась такою ж, як і при 
запам'ятовуванні. Ця | реакція також була 
максимальною в потиличних відведеннях, у дещо 
послабленому вигляді спостерігалась у скроневих та 
тім'яних зонах кори, а лобні ділянки зовсім не 
демонстрували таких змін. У відведенні ОЇ, як 
показано на малюнку, відбувалось значуще зниження 
СГП усіх частот від 6,5 до 10,5 Гц (Рис. 1, б). Крім 
того, співставлення між собою спектрограм ЕЕГ під 
час запам'ятовування та утримання інформації в 
пам'яті не виявило відмінностей між цими двома 
станами. Таким чином, описана нами депресія в 
діапазоні 6,5-10,5 Гц не залежала від характеру 
реалізації функції уваги. 

Пауза після роботи з тестом характеризувалась 
протилежною картиною змін: на більшості частот 
діапазону 6,5-10,5 Гц реєструвалось значуще 
збільшення СГП, 1 аналогічні зміни відбувались в 
межах В-діапазону (Рис. 1, в). Останній факт, на нашу 
думку, вказує на те, що пауза між тестами 
супроводжувалась певними елементами внутрішньої 
психічної діяльності (наприклад, внутрішня мова), що 
й викликало певне зростання рівня активації. З іншого 
боку, відомо, що експресія низькочастотних 
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компонентів  (-діапазону пов'язана з процесами 
релаксації та нормалізації стану нейронів кори [7]. 
Виходячи з цього, можна припустити, що в цей час 
відбувалось відновлення вихідного функціонального 
стану неокортексу, 1 зокрема — встановлення 
потужності низькочастотних компонентів ритмічної 
активності мозку на рівні, характерному для стану 
спокою. Таким чином, викликані тестом зміни не 
носили тривалого, тонічного характеру. Це дає нам 
право зробити висновок, що вони не пов'язані 
виключно з роботою неспецифічних активуючих 
систем мозку (як це може здатися з класичних 
поглядів про а-активн1сть як індикатор рівня 
функціонального стану неокортексу [7]) 1 певною 
мірою відображають роботу структур, відповідальних 
за організацію короткочасної пам'яті. 

Однак загальновідомо, що неспецифічні 
активаційні процеси є компонентами будь-якої 
когнітивної діяльності. Тому виникла необхідність 
окремо розглянути їх зв'язок з динамікою потужності 
виділеного нами частотного діапазону. Для цього ми 
використали результати другої серії досліджень, в 
якій обстежувані виконували просту аудіомоторну 
реакцію протягом такого ж часу, що й у тесті на 
короткочасну пам'ять - 5 хвилин. Цей тип діяльності 
не потребує залучення мнестичних механізмів 1 в той 
же час, безперечно, супроводжується ростом тонусу 
неспецифічних  активаційних структур головного 
мозку. 

Виявилось, що в усіх ділянках неокортексу у 
діапазоні 6,5-10,5 Гц виконання даного тесту не 
викликало жодних значущих змін. Зокрема, у лівому 
потиличному відведенні (Рис. 1, г) функціональні 
перебудови стосувались переважно В-діапазону, а 
саме — частот у смузі 15,5-18,5 Гц, в якій 
реєструвалось значуще зростання СГП 11 з 17 частот. 
Це цілком закономірно, оскільки загальновідомо, що 
значне | напруження завжди супроводжується 
експресією В-діапазону ЕЕГ [7]. Іншим цікавим 
феноменом стало зростання СГП коливань частотою 
біля 11 Гц (Рис. 1, г). Спираючись на дані Русалової 
[5], можна припустити, що в ході роботи у 
обстежуваних змінювався емоційний фон переживань, 
що обумовлювалось, очевидно, специфікою 
виконуваної діяльності. На можливість розвитку 
певного емоційного напруження вказує і зростання 
СГП у ділянці 22-24 Гц (Рис. 1, г), оскільки існують 
дані про зв'язок експресії високочастотних складових 
В-діапазону з емоційною активацією [6]. І, нарешті, 
показано, що для цілого ряду частот В-діапазнону (13, 
14, 15, та 17 Гц) характерне зростання вираженості під 
час виникнення у людини, що працює, помилкових 
реакцій [8]. 

Якщо співставити спектральні ЕЕГ-патерни, 
характерні для запам'ятовування слів (Рис. 1, а) та для 
виконання сенсомоторної реакції (Рис. 1, г), стає 
очевидним, що виявлена під час запам'ятовування 
депресія діапазону 6,5-10,5 Гц безпосередньо не 
пов'язана З неспецифічними активаційними 
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процесами, оскільки в такому випадку вона мала б 
реєструватись в обох серіях досліджень. 

Таким чином, в даній роботі нам вдалося 
визначили межі частотного діапазону, зміни в якому 
обумовлюються активацією короткочасної пам'яті. 
Виявилось, що ці межі не співпадають з рамками 
традиційних діапазонів |7). Фактично, отриманий 
діапазон одночасно входить і в 0-, і в а-діапазони ЕЕГ, 
які традиційно розглядають як різні за походженням 
та функціональним значенням. Отже, можна сказати, 
що в окремих випадках виділення цілісного діапазону 
частот для діагностики швидких змін когнітивних 
процесів може бути більш інформативним, ніж аналіз 
змін спектральної потужності 1з застосуванням 
класичних ЕЕГ-діапазонів. 

Крім наведених висновків, продемонстровані в 
дослідженні факти викликають ряд важливих 
запитань. Так, ми фактично виявили депресію частини 
0-діапазону під час запам'ятовування слів. В той же 
час існують дані про те, що процеси кодування нової 
інформації супроводжуються зокрема зростанням Ө- 
активності в | результаті посилення кортико- 
гіпокампальної взаємодії [11]. Отже, можна 
припустити, що описані в даній роботі реакції не 
пов'язані напряму з діяльністю 0-систем гіпокампу. 
На користь цього говорить 1 їх локалізація, адже у 
фронтальних зонах було виявлено найменьшу 
кількість змін. 

Залишається також не до кінця зрозумілим, чому 
найбільш | виражені та генералізовані зміни 
реєструвались саме у потиличних відведеннях, 
фактично - в межах первинної зорової кори? Ця 
особливість потребує окремого вивчення, однак 
можна припустити, що в даному випадку топографія 
змін обумовлена характером стимульного матеріалу. 
Нагадаємо, що в тесті були використані слова, що 
позначають конкретні поняття. Згідно самозвітів 
обстежуваних, одна із стратегій, використаних ними 
для запам'ятовування, полягала в уявленні цілісних 
зорових образів, що включали в себе зображення, 
пов'язані з окремими почутими словами. Отже, 
виявлена нами реакція може відбивати специфічну 


активацію зорової кори як функціонального 
компонента системи короткочасної пам'яті. 
Таке припущення частково підтверджується 


даними літератури: так, Стасе Нуапо із співавторами 
[10] показали, що існують виражені відмінності у 
потужнісних ЕЕГ-корелятах запам'ятовування 
вербальної та невербальної інформації. Крім того, 
специфіка семантичної структури слів, що 
запам'ятовуються, також впливає на характер 
викликаних ЕЕГ-паттернів [12]. Іще одним 
аргументом на користь нашого припущення можуть 
бути результати кореляційного аналізу ЕЕГ- та 
ФМРТ-показників, Згідно яких потужнісні 
характеристики о-діапазону відбивають не стільки 
функціональний стан мозку в цілому, скільки 
активованість окремих мозкових ділянок, включених 
до діючих функціональних систем [15]. 


Виходячи з цього, в подальших дослідженнях 
необхідно в першу чергу зосередити увагу на аналізі 
взаємодії різних ділянок неокортексу в межах 
діапазону 6,5-10,5 Гц, що допоможе встановити 
мозковий субстрат ритмічної активності на цих 
частотах, та, можливо, з'ясувати їх роль для 
мнемонічних процесів. 


ВИСНОВКИ 


1. Запам'ятовування слів, що сприймаються на 
слух, супроводжується зниженням в потиличних 
ділянках неокортексу спектральної густини 
потужності ЕЕГ-частот в діапазоні 6,5-10,5 Гц. Дана 
реакція триває протягом виконання тесту на 
запам'ятовування і зникає після його закінчення. 

2. Виконання іншого тесту, не пов'язаного 1з 
запам'ятовуванням вербальної інформації (проста 
сенсомоторна реакція), не викликає змін густини 
спектральної потужності частот діапазону 6,5-10,5 Гц. 

3. Отримані результати дозволяють припустити, 
що депресія потужності коливань в діапазоні 6,5-10,5 
Гц обумовлюються активацією механізмів 
короткочасної пам'яті. 
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ЧАСТОТНАЯ СТРУКТУРА ЭЛЕКТРОЭНЦЕФАЛОГРАММЫ ЧЕЛОВЕКА ПРИ ЗАПОМИНАНИИ 
ВЕРБАЛЬНОИ ИНФОРМАЦИИ 


Крижановский С. А., Тукаев С. В., Пискорская Н. Г., Чернинский А. А., Зима И. Г., Макарчук М. Е. 


Целью работы было выделение диапазона частот, определяющего изменения низкочастотных составляющих ЭЭГ- 
спектра при выполнении тестов на кратковременную память. Проведен анализ изменений плотности спектральной 
мощности всех частот в диапазоне 0,2-25 Гц (шаг 0,2 Гц) во время выполнения простой сенсомоторной реакции и 
теста на кратковременную память. Сопоставление полученных данных показало, что активированность 
мнемонических процессов связана с уменьшением плотности спектральной мощности всех ЭЭГ-частот от 6,5 до 10,5 
Гц, что не совпадает с рамками традиционных диапазонов. 


Ключевые слова: ЭЭГ, частотные диапазоны, память, сенсомоторная реакция. 


ЗНОКТ-ТЕВМ МЕМОКҮ РКОСЕЅЅЕЅ ВЕЕГЕСТТОМ ІХ ТНЕ НОМАМ ЕЕС ЕВЕОСЕХСУ 5ТВОСТОВЕ 
КгухћапоуѕКіуі 5., ТиКаеу 5., РіѕКогѕКа Х., СһегпіпѕКуј А., Хута І., Макагсһик М. 


Е 15 Фе ригроѕе ої ће ргеѕепі агіїсіє іо ћпа ће йедиепсу бапа, місії еіегтіпеѕ ће 5рогі-іегпа тетогу 5ресійей Іому- 
бедоепсу ЕЕС аеѕупсһгопіғайоп. Ѕресіга! ромуег 4епзйу дупатісѕ дигіпє ће регѓогтапсе ої ѕітрІе геасіїоп ќаѕк апа 
ѕһогі-іегт тетогу {еѕі ууеге апаїугей. Тһе гесеіуеа ааќа зВо\, Һа тпетопіс ргосеззез һауе Ше еҝесї оп ай ЕЕС- 
бедиоепсіеѕ ромег іп 6,5 - 10,5 Ни бапа, Бай 4оез пої соггеѕропа ю ће ігайішопа! ЕЕС бараѕ. 


Кеу ууогаіз: ЕЕС, їгедиепсу Бапа, тетогу, ѕепѕотоќог геасйоп. 
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ЗМІНА СИЛИ СКОРОЧЕННЯ СКЕЛЕТНИХ М'ЯЗІВ ПІД ВПЛИВОМ ПІРІМІФОСМЕТИЛУ 
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Проведені тензометричні дослідження динаміки скорочення пучків волокон м'язу т.йбіаіѕ жаби Капа ќетрогагіа в 
ізотонічному режимі під дією модульованої стимуляції та розчинів піріміфосметилу. Піріміфосметил концентраційно 
залежно пригнічував скорочення м'язових волокон. Встановлено його нерівномірний вплив на силову відповідь та зміну 
довжини м'язових волокон. Показано, що при використанні розчину піріміфосметилу в інтервалі концентрацій від 107 
моль/л до 10° моль/л інгібіторні ефекти найменше проявляються впродовж дотетанічного скорочення. При цьому 
змінюється характер тривалості скорочення при незначній зміні загальної силової відповіді м'язових волокон. Отримані 
результати свідчать, що інгібіторні властивості розчинів піріміфосметилу підсилювались як при підвищенні концентрацій 


даної речовини, так і при збільшенні тривалості її дії. 


Ключові слова: м'язове скорочення, скелетний м'яз, піріміфосметил. 


ВСТУП 


Фосфорорганічні сполуки, а також їх похідні 
становлять більш ніж 40% від загальної кількості 
пестицидів, які використовуються у сільському 
господарстві [1]. Широке застосування фосфор- 
органічних пестицидів, незважаючи на відносно високу 
токсичність, обумовлене їхніми інсектицидними й 
акарицидними властивостями. Щорічно у світі 
налічується близько 3000000 випадків інтоксикації 
фосфорорганічними інсектицидами [2]. Однак, згідно з 
економічними розрахунками, відмова від застосування 
токсичних для людського організму сполук, неминуче 
привела би до скорочення всього врожаю у світі на 
50% 1 викликала би ріст цін на сільськогосподарську 
продукцію в 4-5 раз [1]. 

Значна кількість фосфорорганічних пестицидів, що 
використовуються, відноситься до групи 
фосфортіонатів. Прикладом таких інсектицидів є 
піріміфосметил, який завдяки своїй невисокій вартості 
має широке комерційне поширення [3]. Згідно даних 
літератури, при отруєнні фосфортіонатами однією з 
головних токсичних дій є інактивація 
ацетилхолінестерази, що призводить до накопичення 
ацетилхоліну в нервово-м'язових з'єднаннях з 
подальшою надмірною стимуляцією ацетилхолінових 
рецепторів скелетних м'язів. Підвищена концентрація 
ацетилхоліну в синапсі викликає стійку деполяризацію 
рухової кінцевої пластинки [4,5]. Однак, можливо, що 
токсичний вплив фосфорорганічних інсектицидів у 
НИЗЬКИХ концентраціях не супроводжується 
інгібуванням ацетилхолінестерази, тому, що малих доз 
цих сполук недостатньо, щоб викликати холінергічні 
ефекти у піддослідних тварин [6]. Досліджено, що 
патологічні зміни в скелетних м'язах у результаті 


впливу високих доз фосфорвмісних інсектицидів 
супроводжуються оксидативними ушкодженнями 
мембрани м'язових клітин, порушенням перетворення 
енергії й кальцієвого гомеостазу [7,8]. Виявлені також 
ультраструктурні зміни м'язових волокон з 
порушенням упорядкованої організації саркомерів та 
міофібрил, дезорганізацією Й фрагментацією 
міофіламентів [9]. Незважаючи на значну кількість 
робіт присвячених дослідженню токсичних 
властивостей фосфортіонатів, на сьогодні ще не 
вистачає експериментальних даних для пояснення їх 
впливу, в невеликих кількостях, на функціонування 
скелетних м'язів та зміни їх статичних і динамічних 
параметрів. 


МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 


Дослідження проводили на волокнах м'язу 
т.бріайя апіегіог, виділених з задньої кінцівки жаби 
Капа ќетрогапа. Препарат протягом 60 хвилин 
адаптували в постійно циркулюючому фізіологічному 
розчині наступного складу: 115,5 ммоль/л МаСі, 2 
ммоль/л КСІ, 1,8 ммоль/л СаСЬ та 2 ммоль/л Ма. НРОд 
+ МаНьРО, (рН 7.0) Експеримент проводили в 
ізотонічному режимі. Фіксували силу скорочення, 
температуру омиваючого розчину та параметри 
стимулюючого сигналу при постійному контролі 
зовнішнього навантаження. 

Після використання розчинів піріміфосметилу м'яз 
відмивали фізіологічним розчином до досягнення 
вихідних параметрів скорочення. У експериментах 
використовували розчини піріміфосметилу в діапазоні 
концентрацій від 107 до 10° моль/л. 

Для реєстрації сили скорочення пучків волокон 
скелетного м’язу використовували  тензометричну 
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установку, створену на кафедрі біофізики Київського 
національного університету імені Тараса Шевченка. 
Даний пристрій являв собою комплекс, що складався: з 
камери з системою датчиків, в якій розміщувався 
досліджуваний препарат, системи насосів та дозаторів, 
датчиків сили, генератора синхронних імпульсів, 
системи термоконтролю, осцилографів, комплексу 
АЦП-ЦАП. Стимуляцію здійснювали електричними 
імпульсами прямокутної форми тривалістю 2 мс, які 
формували за допомогою генератора імпульсів, 
керованим | ЦАП, через платинові електроди. 
Тривалість стимуляційного сигналу становила 2000 мс. 

Характеристики стимулюючого сигналу задавали 
програмно і передавали з комплексу АЦП-ЦАП на 
генератор з часом затримки не більше 0.3мс. 
Згенеровані імпульси поступали через подразнюючі 
електроди до дослідницької камери з м'язовим 
препаратом. Час затримки при цьому становив не 
більш 0,2 мс. Загальний час затримки фіксували на 
вході комплексу АЦП-ЦАП, що дозволяло враховувати 
його при обробці результатів. 

Для реєстрації зміни сили використовували 
п'єзодатчик з системою підсилювачів. Датчик сили 
розміщувався на трьохкоординатному столику що 
дозволяло орієнтувати положення датчика відносно 
камери та датчика довжини волокна. 

Статистичну обробку результатів дослідження 
проводили методами варіаційної статистики за 
допомогою програмного забезпечення Опош 7.0. При 
побудові графіків враховували відносну та абсолютну 
похибки експерименту. Отримані показники, 
трансформовані комплексом АЦП-ЦАП, піддавали 
згладжуванню за допомогою ЕЕТ (Базі Еоџпег 
Тгапѕѓогт) - фільтра з коефіцієнтом згладжування К=5. 
Кожна з кривих, наведених на рисунках в даній роботі, 
є результатом узагальнення 10-12-ти аналогічних 
експериментів. 


РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


Для зручності опису отриманих результатів та їх 
адекватного трактування нами проведено розподіл 
динамічної відповіді активного м'язу на дві часові 
ділянки тривалістю по 500 мс, які відповідали різним 
станам процесу скорочення. 

ЕІ - початок силової відповіді м'язу, (співпадає з 
початком зміни частоти стимуляції). 

Е2 - відповідає виходу силової продуктивності 
м'язу на стаціонарний рівень скорочення. 

Слід відмітити, що у більшості випадків між 
періодами ЕІ та Е2 виникала тривала часова затримка. 

Встановлено, що на початку стимулюючого 
сигналу частотою 30 Гц та загальною тривалістю 2000 
мс силова відповідь м'язу на ділянці КІ досягала свого 
максимуму протягом перших 50-80 ме дії стимуляції 


(рис. 1). Щоб встановити концентрації 
піріміфосметилу, під впливом яких відбувались зміни 
сили скорочення, було досліджено дію 


піріміфосметилу у діапазоні концентрацій 107 - 10° 
моль/л. 
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Рис. 1. Вплив розчинів піріміфосметилу на динамічні 
параметри скорочення викликані електростимуляцією з 
частотою 30 Гц та тривалістю 2000 мс, залежно від 
тривалості дії реагенту. 


Е 7 
®- розчин піріміфосметилу 10" моль/л; 


О- розчин піріміфосметилу 10° моль/л; 

А - розчин піріміфосметилу 10° моль/л. 

а – період КІ; б - період Е2; 

Тривалість досліджених періодів - по 500 мс. Початкові 
значення відповідають максимальним показникам 
параметрів скорочення без дії піріміфосметилу. В кожній з 
представлених кривих вказані максимальні показники 
параметрів скорочення на кожному з часових інтервалів 
(викликаних окремим стимулюючим сигналом). По осі 
абсцис - час дії піріміфосметилу, по осі ординат 
відображені відповіді м'язових волокон виражені у 
відсотках від контрольного рівня. Час релаксації 2 хвилини. 
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Рис. 2. Діаграма зміни сили скорочення пучків волокон 
скелетного м'язу жаби при дії стимулюючого сигналу 
(частотою 30 Гц та тривалістю 2000 мс) в часовому 
інтервалі дії розчинів піріміфосметилу, який відповідав 
стаціонарному стану скорочення. 

- розчин піріміфосметилу 107 моль/л; 
№ - розчин піріміфосметилу 10 "моль/л; 

- розчин піріміфосметилу 10" моль/л. 
К - контроль; ЕІ, Е2,- періоди м'язового скорочення. 
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Рис. 3 (а, б). Вплив розчинів піріміфосметилу на зміну сили 
скорочення викликані електростимуляцією з частотою 30 
Гц та тривалістю 2000 мс, залежно від тривалості дії 
реагенту. 

Ш - розчин піріміфосметилу 1-10”моль/л; 

О - - розчин піріміфосметилу 2,5:10'моль/л; 

А - розчин піріміфосметилу 5:10 моль/л. 

а - період КІ; б - період Е2; 
Час релаксації 2 хвилини. Інші позначення як на рисунку 1. 
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Рис. 4. Діаграма зміни сили скорочення пучків волокон 
м'язу жаби при дії стимулюючого сигналу (частотою 30 Гц 
та тривалістю 2000 мс) в часовому інтервалі дії розчинів 
піріміфосметилу, який відповідав встановленню 
рівноважного стаціонарного стану скорочення. 

К – контроль; ЕІ, Е2,- періоди м'язового скорочення; 

Інші позначення як на рисунку 3. 


Показано, що піріміфосметил в концентрації 107 
моль/л, вже після десятої хвилини досліджень 
пригнічує активність скелетно-м'язових препаратів 
майже на 80% (рис. 2). 

При концентрації 10° моль/л спостерігався вихід 
сили скорочення скелетно-м'язових препаратів на 
стаціонарний рівень (10-та хвилина дії препарату), 
тому дослідження дії піріміфосметилу в більших 
концентраціях було недоцільно. Суттєві зміни в 
динаміці силових кривих при лінійному зменшенні 
силової продуктивності м'язових волокон 
відбуваються вже при концентрації піріміфосметилу 
107 моль/л. 

Виходячи з вищенаведеного для оцінки 
інтенсивності впливу піріміфосметилу на різні 
ділянки поодинокого скорочення, використали 
розчини піріміфосметилу в діапазоні концентрацій від 
107" до 510° моль/л. 

У результаті досліджень впливу піріміфосметилу 
в концентрації 10” моль/л встановлено, що зміни сили 


м'язового скорочення спостерігались, через дві 
хвилини (рис. 3) після виходу сили м'язового 
скорочення на стаціонарний рівень який відбувався на 
8-й хвилині експерименту впродовж ділянки НІ 1 
становив 95,6+1,5 % від контролю, та на 14-й хвилині 
експерименту впродовж ділянок Е2 1 становив 
91,1+1,3% відповідно (рис. 4). 

Піріміфосметил у концентрації 25-10" моль/л 
пригнічує динамічні характеристики м'язового 
скорочення починаючи з 8-ї хвилини дії стимулу (рис. 
3). Максимальне зменшення сили м'язового 
скорочення відбувалось на 10-їй хвилині 
експерименту впродовж ділянки КІ 1 становило 
85,9-1,90, та на 12-їй хвилині експерименту, 
впродовж ділянки Е2 1 становило 82,4+1,7% (рис. 4). 
Вплив розчину піріміфосметилу в концентрації 5-10" 
моль/л. показав, що пригнічення динамічних 
характеристик м'язового скорочення відбувалось, 
починаючи з 6-ї хвилини дії стимулюючого сигналу. 
Максимальне зменшення сили м'язового скорочення 
відбувалось на 7-1й хвилині впродовж ділянки ЕІ 1 
становило 83,6+1,8%  (р>0,05) від контролю. 
Найбільше зменшення сили м'язового скорочення 
впродовж ділянок та Е2 відбувалось на 12-ій 
відповідно, і становило 81+2,9%) від контролю. 

Вплив розчинів піріміфосметилу в концентраціях 
11079 моль/л, 2,5-10° моль/л, та 5-10° моль/л. (рис. 
5,6) показав, що пригнічення динамічних 
характеристик м'язового скорочення відбувалось, 
починаючи вже з 2-ї хвилини дії стимулюючого 
сигналу. 
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Рис. 5. (а,б). Вплив різних концентрацій розчинів 


піріміфосметилу на силу скорочення пучків м'язових 
волокон жаби. 
№ - розчин піріміфосметилу 1-10%моль/; 
О - розчин піріміфосметилу 2,5-10"моль/л; 
- розчин піріміфосметилу 5:10" моль/л. 
а – період КІ; б - період Е2; 
Час релаксації 2 хвилини. Інші позначення як на рис. 1. 
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ЗМІНА СИЛИ СКОРОЧЕННЯ СКЕЛЕТНИХ М'ЯЗІВ ПІД ВПЛИВОМ ПІРІМІФОСМЕТИЛУ 


Слід зазначити, що на 2-й хвилині дії препарату 
зниження силової продуктивності волокон досягало 
відповідно 85,6+1,% , 81,6+1,2, та 78,6+1,1 від 
контролю. Вихід сили м'язового скорочення на 
стаціонарний рівень в концентрації 1410 моль/л, 
відбувався на 10-й хвилин! експерименту, в 
концентрації 2,5:10% моль/л на 12-1й хвилині 
ВІДПОВІДНО. При використанні концентрації 
піріміфосметилу 5-10? моль/л, встановити час 
досягнення максимального зменшення сили 
скорочення при постійному зменшенні сили було 
ускладнено. Можна стверджувати тільки те, що 
силова відповідь не перевищувала 25% на 14 хвилині 
дослідження. 

Слід зазначити що у дослідженому діапазоні 
концентрацій розчинів піріміфосметилу відмивання 
м'язових препаратів розчином Рінгера хоч 1 
супроводжувалося відновленням динамічних 
параметрів скорочення до вихідних значень, однак 
проходило дуже повільно, і в деяких випадках цей час 
сягав декількох годин. Час відновлення роботи 
м'язового препарату до рівня контрольних значень 
лінійно залежав від тривалості дії реагенту та 
водночас пропорційно збільшувався з підвищенням 
концентрації використаного розчину піріміфосметилу. 
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Рис. 6. Діаграа зміни сили скорочення пучків м'язових 
волокон жаби при дії стимулюючого сигналу (частотою 30 
Гц та тривалістю 2000 мс) в часовому інтервалі дії розчинів 
піріміфосметилу, який відповідав встановленню 
рівноважного стаціонарного стану скорочення. 

Ш - розчин піріміфосметилу 1-10° моль/л; 

О - розчин піріміфосметилу 2,510 "моль/л; 

А - розчин піріміфосметилу 5:10" моль/л. 

К – контроль; ЕІ, Е2,- періоди м'язового скорочення. 


Отримані нами експериментальні дані 
дозволяють припустити, що при використанні 
розчинів піріміфосметилу в інтервалі концентрацій 
від 10” моль/л до 5:10" моль/л інгібіторні ефекти 
цього пестициду на процес м'язового скорочення 
найменше проявляються впродовж дотетанічних 
інтервалів скорочення. При цьому змінюється 
характер тривалості скорочення при незначній зміні 
загальної силової відповіді м'язових волокон. 

Відмінності динамічних показників впродовж 
різних ділянок скорочення можна пояснити 
існуванням різних молекулярних механізмів на до та 
після тетанічних рівнях взаємодії м'язових білків 
[10,11]. Відповідно з цим, однакова концентрація 


біологічно-активної речовини може викликати різні 
ефекти на різних ділянках кожного з поодиноких 
скорочень. Тому особливу увагу в роботі ми 
приділяли встановленню саме змін в часі досягнення 
рівноважного стаціонарного стану скорочення під 
впливом піріміфосметилу. 

Відомо, що дана сполука є реакційно здатною. [7, 
8, 9], яка навіть при незначних концентраціях може 
змінювати динамічні, та механічні параметри 
скорочення м'язів. В випадках дослідження їх дії на 
скоротливу активність м'язів, коли невідомий час 
досягнення рівноважного стаціонарного стану 
скорочення, лінійне зменшення силової відповіді 
м'язу при збільшенні тривалості дії реагенту 
унеможливлює адекватне тлумачення отриманих 
експериментальних даних, внаслідок похибок які 
будуть виникати при збільшенні часу дослідження. Ці 
похибки можуть суттєво змінювати характер 
досліджуваних кривих. Тому при дослідженні 
кінетики скорочень викликаних короткочасовими 
стимулюючими сигналами, становиться необхідним 
визначення часу досягнення м'язом стаціонарного 
рівня скорочення без суттєвих трендів в той чи іншій 


бік за кожної використаної концентрації 
досліджуваної сполуки. 

В дослідженому діапазоні концентрацій 
використана речовина концентраційно залежно 


пригнічувала генерацію сили скорочення м'язових 
волокон жаби. Зниження показників генерації сили 
м'язових волокон в часовому інтервалі спостереження 
та протягом кожного окремого перебігу відбувалося 
постійно і у більшості випадків носило лінійний 
характер. Динамічні параметри скорочення зазнавали 
найменшого впливу впродовж дотетанічних ділянок 
скорочення. 

Отримані результати свідчать, що інгібіторні 
властивості розчинів піріміфосметилу підсилювались 
як при підвищенні концентрацій даної речовини, так і 
при збільшенні тривалості її дії, в усіх досліджених 
нами випадках. Це можна пояснити збільшенням 
кількості речовини, що проникає через плазматичну 
мембрану м'язового волокна [7], а також її впливом на 
мембранні процеси [8]. Досліджуваний пестицид 
може проникати в клітину за рахунок розчинення в 
ліпідній фазі плазматичної мембрани і у подальшому 
впливати на функціональну активність клітинних 


структур. 
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ИЗМЕНЕНИЯ СИЛЫ СОКРАЩЕНИЯ СКЕЛЕТНЫХ МЫШЦ ПОД ВЛИЯНИЕМ ПИРИМИФОСМЕТИЛА 


Левковская Л. В., Ноздренко Д.Н., Мирошниченко Н.С. 


Проведены исследования динамики сокращения пучков волокон мышцы ш.ИМаП$ лягушки Капа ќетрогагіа в 
изотоническом режиме при воздействии модулированной стимуляции и растворов пиримифосметила. Пиримифосметил 
зависимо от концентраций подавлял сокращения мышечных волокон. Выявлено его неравномерное влияние на силовой 
ответ и изменение длины мышечных волокон. Показано, что при использовании раствора пиримифосметила в диапазоне 
концентраций от 10-7 моль/л до 10-5 моль/л ингибиторные эффекты наименее проявляются на протяжении дотетанического 
сокращения. Полученные результаты свидетельствуют о том, что ингибиторные свойства растворов пиримифосметила 
усиливались как при повышении концентрации этого вещества, так и при увеличении длительности его действия. 


Ключевые слова: мышечное сокращение, скелетная мышца, пиримифосметил. 


ТНЕ СНАМСЕ ОЕ $КЕГЕТАІ, МОЅСІ Е КОВСЕ ОМРЕВ ТМЕГОЕМСЕ ОЕ РІВІМІРНОЗ5 
ГеуКіуѕКа Г..У., Хогагепко О.М., МгозвиевепКо М.$. 


шуезйраНоп$ ої ће сопігасіїоп дупатісѕ ої т.їЫа1і5 плизсів ЯБегз ої йо Капа ќетрогагіа ипаег іѕоќопіс сопюп$ апа чпдег 
їіпйиепсе ої тоашаќѓеа 8йтиіайоп апа зойопз ої рігітаїрро8-тефу! уеге ассотрііѕћеа. Рігітірһоѕтеһћу1І дергеззе4 плизсе 
НБег5 сопігасбіоп іп а сопсепігайоп-Ферепдепі таппег. Мопипіїогт ебесі ої а5е4 ѕибѕѓапсе оп тиѕсІе Нбегз Гогсе геѕропѕе апа 
Іепоќћ сһапое має геуса1е4. К указ ѕһоуп Краї іобібіїог ейіесів ої рігітірһоѕтећу! эіфіп а сопсепіганіоп гапее от 10”то о 
10° паоі/ змеге 1еѕ5 Фигіпе ргеіеќапіс пиегуа5 ої сопігасіїоп. Тһе геѕшіѕ обіаіпед іодісаїє Краї іпбібіїогу ргорегііеѕ ої 
риширбозтеву1 ѕоіийопѕ меге епһапсеа Бо іџгіпо шсгеазе ої 5иБ5іапсе сопсепігайоп апа іпсгеаѕе ће те ої асйор іп а 
іпуебіїваїей саѕеѕ. 


Кеу уогӣ5: глизсів сопігасіоп, зкееа| тпиѕс]е, рии озтен|. 
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МЕХАНОКІНЕТИЧНІ ПАРАМЕТРИ СКОРОТЛИВОЇ АКТИВНОСТІ ГЛАДЕНЬКИХ М'ЯЗІВ 
САЕСОМ ЩУРА ЗА УМОВ ХРОНІЧНОЇ ДП КАЛІКСАРЕНУ С107 ЈУ ИГО 


"Цимбалюк О.В., Родік Р.В., Кальченко В.І., ЗКостерін С.О. 


"Київський національний університет імені Тараса Шевченка, 
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Надійшла до редакції 12.12.2009 


У роботі досліджено вплив хронічного ін'єктування каліксарену С107 (попередньо встановлена здатність пригнічувати 
активність Ма", -АТФ-ази) і його фрагменту МЗ на кінетичні параметри скоротливої активності гладеньких м'язів саесит 
щурів. За аналогічних умов, ефект каліксарену С107 порівнювали з інгібітором Ма ,К -АТФ-ази уабаїном. Згідно з методом 
кінетичного аналізу, визначали нормовані максимальні швидкості окремо періодів скорочення та розслаблення (У г Та М» 
відповідно) скоротливих відповідей на ацетилхолін (10мкМ) 1 гіперкалієву деполяризацію (80 мМ). Встановлено, що в 
умовах хронічного впливу уабаїн не змінює кінетичні параметри скоротливих відповідей. На відміну від уабаїну, каліксарен 
С107 та його фрагмент МЗ ефективно пригнічують У, Такі результати свідчать, що дія каліксарену С107 на м'язи не 


обмежується інгібуванням Ма ,К -АТФ-ази. 


Ключові слова: гладенькі м'язи, саесит, нормовані максимальні швидкості фаз скорочення і розслаблення, Ма", К -АТФ-аза, 


уабаїн, каліксарен С107. 


ВСТУП 


Натрієва помпа плазматичної мембрани, головною 
функціональною частиною якої є Ма ,К -АТФ-аза (КФ 
3.6.3.9), - білковий комплекс, що забезпечує 
підтримання трансмембранного градієнту іонів Ма’ та 
КО і залучений до вторинного транспорту глюкози та 
амінокислот [1]. У останнє десятиріччя було доведено, 
що крім безпосередньої участі у формуванні 
мембранного потенціалу спокою, цей фермент також 
виконує роль трансдуктора сигналів від ендогенних 
уабаїноподібних стероїдів (уабаїну, дігоксину, 
маринобуфагеніну тощо), регулюючи експресію 
багатьох генів [2-4]. Збільшення концентрації цих 
сполук (понад 0,9 нМ у плазмі крові) супроводжується 
розвитком ряду патологічних станів організму, таких 
як гіпертензія, гіпертрофія міокарду і кардіоміопатія, 
серцева недостатність, порушення водно-сольового 
гомеостазу та цироз печінки [5-6]. Разом з цим, у 
медичній практиці для корекції, зокрема, серцевої 
недостатності, використовуються препарати на основі 
уабаїну та дигоксину. Тому насьогодні надзвичайно 
актуальним є питання розробки 1 дослідження 
властивостей нових фармакологічних засобів корекції 
функціонування натрієвої помпи, які не мали б 
побічних ефектів уабаїну. 

Перспективним базисом для 
фармакологічних речовин нового 
спрямованою дією є, зокрема,  каліксарени -— 
макроциклічні чашоподібні сполуки, які містять 
високовпорядковані ліпофільні порожнини [7-10]. Для 
деяких з них показано здатність специфічно 


створення 
покоління зі 


модифікувати іон-транспортні системи плазматичної 
мембрани і внутрішньоклітинних органел. Зокрема, 
каліксарени С97, С99 та С107 (наведено шифри) були 
здатні більш ефективно, порівняно з  уабаїном, 
пригнічувати активність Ма ,К -АТФ-ази плазматичної 
мембрани  гладеньком'язових клітин матки свині, 
печінки щура та сперматозоїдів людини, але ці солуки 
не змінювали базальну Ме" -АТР-азну активність; 
структурний фрагмент каліксарену С107 - сполука МЗ 
(наведено шифр) практично не впливала на активність 
Ма КО-АТФ-ази [11-14]. За умов хронічної дії в 
дослідах іп уіуо на препаратах плазматичних мембран 
гепатоцитів щура було показано здатність каліксарену 
С107 зберігати інгібіторні якості щодо Ма ,К -АТФ-ази 
[15]. 

З метою з'ясування закономірностей впливу 
пригнічення натрієвої помпи каліксаренами на 
функціонування гладеньких м'язів (ГМ) ми вивчали 
дію каліксарену С107 та його структурної частини 
фрагменту МЗ на  механокінетичні параметри 
викликаних ацетилхоліном та гіперкалієвою 
деполяризацією скорочень багатоклітинних препаратів 
кільцевих ГМ саесит щура. 


МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 


Каліксарен С107 та його фрагмент сполуку МЗ 
синтезували та характеризували із використанням 
методів ядерного | магнітного резонансу та 
інфрачервоної спектроскопії у відділі хімії фосфоранів 
Інституту органічної хімії НАН України (зав. відділу - 
член-кор. НАНУ проф. В.Ї.Кальченко). Структурні 
формули зазначених сполук наведено нижче: 
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С107: 
дипропоксикалікс[4]-арен); Сполука МЗ: 4-гідроксианіліно(2-піридил)метилфосфонова кислота. 


Каліксарен 


Як можна побачити із структурних формул, у 
випадку каліксарену С107 амінофосфонові групи на 
верхньому вінці  макроциклу локалізовані на 
протилежних фенольних фрагментах каліксарену, а 
саме - в положеннях 5 та 17. Відзначимо, що 
каліксарен С107 складається як би із 3-х частин: 
каліксаренової ,чаші" (молекулярна основа із 4-х 
циклічно розташованих бензольних кілець) і двох 
амінофосфонових груп, пов'язаних з фенольним 
фрагментом (еквівалент - сполука М3). 

Хронічну дію підвищених концентрацій 
каліксарену С107 та, у порівняльному аспекті уабаїну, 
досліджували на нелінійних білих щурах популяції 
віварію біологічного факультету | Київського 
національного університету імені Тараса Шевченка. 
За основу взято протокол дослідження, який було 
розроблено раніше для уабаїну [16]. 
Експериментальні групи формували зі щурів-самців 
віком 6 - 8 тижнів. Тварин випадковим чином ділили 
на 5 груп: інтактні щури (група Мо 1); щури, яким 
ін'єктували фізіологічний розчин (0,9% МаСІ) 1з 
вмістом неполярного розчинника 
диметилсульфоксиду (ДМСО) (група № 2); а також 
щури, яким  ін'єктували розчини відповідних 
ефекторів, що були розведені в фізіологічному 
розчині: уабаїн (група № 3); каліксарен С107 (група 
№ 4); фрагмент МЗ (група № 5). 

Усі ін'єкційні розчини (групи тварин №№ 2 - 5) 
готували так, щоб вони містили ДМСО у концентрації 
1% (оскільки каліксарен С107 та фрагмент МЗ є 
нерозчинними у воді, тому їх маточні розчини й 
готували в ДМСО). Ін'єкції здійснювали 
внутрішньом'язово (об'єм одноразової ін'єкції - 50- 
100 мкл). Сумарна дія зазначених речовин тривала 6.5 
місяців. Першого дня тваринам груп №№ 3, 415 було 
введено речовини у дозах (розрахованих на 1 кг ваги 
тварини): уабаїн - 34 мкг/кг, каліксарен С107 - 46.3 
мкг/кг, сполука М3 - 23.7 мкг/кг (у випадках усіх 
трьох груп використовували еквімолярні концентрації 
зазначених речовин, що відповідало значенню 45,8 
нмоль/г ваги тварини) |16). Потім щурам щодня 
протягом десяти тижнів вводили речовини у дозах 
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(5,17-ди(фосфоно-2-піриділ-метил)аміно- | 1,23-ди-трет-бутил-26,28-дигідрокси-25,27- 


відповідно 27.8, 37.9 та 19.4 мкг/кг (еквімолярні 
концентрації - 36,3 нмоль/г ваги тварини). Наступні 
чотири місяці усім тваринам три рази на тиждень 
ін'єктували речовини у концентрації першого дня. 
Скоротливу активність досліджували в 
ізометричному режимі на препаратах кільцевих м'язів 
сліпої кишки (саесит). Кільцеві смужки саесит 
(середній розмір - 1.5 х 10 мм), очищені від слизової 
оболонки, розміщували в робочій камері об'ємом 2 мл 
та з  проточним розчином Кребса (швидкість 
протікання - 5 мл/хв.), термостатованій при 37°С. 
Мультиклітинному препарату надавали пасивний 
натяг (10 мН) і залишали на 1 годину (до появи 
спонтанних скорочень постійної амплітуди 1 частоти 


та | скорочень, викликаних ацетилхоліном 1 
гіперкалієвим розчином, З ПОСТІЙНИМИ 
механокінетичними параметрами). Реєстрацію 


сигналів проводили використовуючи електричний 
потенціометр Н339. 

Для дослідів використовували розчин Кребса 
(мМ): 120,4 МаСГ; 5,9 КС; 15,5 МанСОз; 1,2 МаНьРОД; 
1,2 МеСі; 2,5 СаСЬ; 11,5 глюкоза; рН розчину 
становив 7,4. При використанні ефективної 
концентрації ацетилхоліну (АХ) (10 мкМ) спершу 
готували його концентрований водний розчин (з 
розрахунку додавання 1% розчину речовини до 
кінцевого об'єму), аліквоту якого вносили в розчин 
Кребса до одержання потрібної концентрації. 
Гіперкалієвий розчин (ГКР, концентрація іонів К 80 
мМ) готували шляхом ізотонічної заміни у вихідному 
розчині Кребса необхідної частини іонів Ма на 
еквімолярну кількість іонів калію. 

Оскільки в | роботі передбачався аналіз 
скоротливих відповідей гладеньком'язових 
препаратів, одержаних з різних тварин, важливо було 
використовувати об'єктивні критерії для порівняння 
механокінетичних параметрів. Тому їх аналіз 
здійснювали відповідно до методу, описаного раніше 
[17]. У основу методу покладено трансформацію 
періодів скорочення та розслаблення, які являють 
собою 8-подібні криві 1 математично можуть бути 
описані загальною формулою: 
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п 


Тео 
т + 
де: Г  - миттєва (в момент часу ® сила, Е, - 
максимальна сила, т —  характеристичний час 


(чисельно дорівнює часу, в який спостерігається 
напівмаксимальне значення сили #2), п - 
логарифмічний коефіцієнт крутизни механокінетичної 


кривої. 
В процесі аналізу механокінетичних кривих 
здійснювали  лінеаризацію фаз скорочення 1 


розслаблення в координатах //п/(/, – 2/7; Іп 1). Час, в 
який досягається /„, приймався початковою точкою 
відліку фази розслаблення / = 0; поточному значенню 
часу { відповідало значення миттєвої сили /. За фазу 
розслаблення приймали фрагмент скоротливої 
відповіді після досягнення єю /,, а фазою скорочення 
вважали частину механограми від початку зміни сили 
ДО п 

Даний метод дозволяє розраховувати незалежні 
від /, показники - нормовані на значення /,, 
максимальні швидкості розслаблення та скорочення 
(враховуючи відсутність принципових відмінностей 
між характером протікання фаз скоротливої відповіді 
м'язів) Ми! 


п-1 п-1 
у, «му, Ха = И" +В 

Дит 
Експериментальн! дан! обробляли методами 


варіаційної статистики із використанням програми 
ОгівіпРто 8. Перевірку вибірок на їх приналежність до 
нормально розподілених генеральних сукупностей 
здійснювали за допомогою критерію Шапіро-Уїлка. 
Для визначення вірогідних відмінностей між 
середніми величинами двох вибірок використовували 
критерій Стьюдента для незалежних груп даних, у 
випадку одночасного порівняння більшої кількості 
вибірок - дисперсійний аналіз. У всіх випадках 
достовірними вважали результати за умови значення 
ймовірності Р, менше 5% (Р < 0.05). Результати 
представлені як середнє арифметичне = стандартна 
похибка середнього. Кількість дослідів п відповідає 
кількості тварин, досліджених у кожному випадку. 


РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


Наші попередні дослідження виявили, що 
каліксарен С107 володіє здатністю модифікувати 
скоротливу активність ГМ саесит щура, причому 
особливості його впливу не відтворювали ефектів, які 
спричиняв класичний інгібітор | Ма К -АТФ-ази 
уабаїн [14]. 

Для з'ясування особливостей хронічного впливу 
підвищених концентрацій уабаїну та каліксарену 


С107 на функціонування ГМ кішківника було обрано 
класичні ефектори, які ефективно моделюють 
електро- та фармакомеханічне спряження збудження- 
скорочення. У першому випадку застосовували 
ізотонічний ГКР; він спричиняє скоротливу відповідь, 
головна частина якої обумовлюється іонами Са", що 
надходять до ГМК через потенціалкеровані Са - 
канали Г-типу [18]. Фармакомеханічне спряження 
моделювали використанням збуджувального 
медіатора АХ, рецептори до якого (М2 1 МЗ типу) 
представлен! у мембран! ГМК [19]. 

У нашій попередній роботі було показано, що в 
умовах іп уйго короткочасне аплікування (30 хв) 
каліксарену С107, як 1 уабаїну (обидві сполуки в 
концентрації 10 мкМ), в однаковій мірі спричиняло 
пригнічення максимальної сили скорочень, 
викликаних АХ 1 ГКР [14]. В аналогічних умовах 
фрагмент М3 вірогідно, але слабкіше порівняно з 
С107, пригнічував амплітуду скорочення, 
індукованого ГКР 1 не впливав на цей параметр АХ- 
скорочення. Вартою уваги була здатність обох 
речовин (на відміну від уабаїну) зменшувати значення 
параметра У, : така тенденція не залежала від 
джерела активаційного сигналу, але була вірогідно 
більш виражена у випадку АХ-викликаних скорочень. 

Оскільки у випадку експериментів іл уїуо ми не 
могли об'єктивно порівнювати амплітуду 
скоротливих відповідей, у даній роботі було 
застосовано метод  кінетичного аналізу [17]. 
Відповідно до цього методу для порівняння 
скоротливих відповідей використовували незалежні 
від максимальної сили скорочень параметри 
максимальних нормованих швидкостей періодів 
скорочення (У) та розслаблення (Й,,). 

Як видно з рис. ІА, скоротливі відповіді на 
аплікування ГКР  гладеньком'язових препаратів, 
одержаних від тварин різних груп, відрізнялись за 
окремими  кінетичними параметрами. Кінетичні 
параметри скорочень препаратів, отриманих від щурів 
груп №1 та №2 (інтактні 1 тварини, яким вводили 1% 
розчин | ДМСО) не відрізнялись. Скорочення 
препаратів саесит щурів, яким вводили уабаїн (група 
№ 3), мали показники Г» та Й, які статистично не 
відрізнялись від контрольних (Р>0.05). У випадку 
ГКР-викликаних скорочень препаратів від тварин 
групи №4 (оброблені каліксареном С107), то 
максимальна нормована швидкість періоду 
скорочення И, мала тенденції до зниження, які не 
були підтвердженні статистично (87.1+14.6 90, п = 6, 
Р>0.05), а відповідний показник  дляперіоду 
розслаблення вірогідно знижувався (58.8=14.5 90, п = 
6, Р<0.05). Присутність у організмі щурів фрагменту 
МЗ супроводжувалась вірогідним зниженням 
показників як Г» так 1 Г», на 74.2+15.2 % (п = 6, 
Р<0.05) та 64.7+12.7 (п = 6, Р<0.05) відповідно. 
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Рис. 1. Вплив уабаїну, каліксарену С107 та його фрагменту МЗ в умовах іп уїуо на механокінетичні параметри викликаних 
гіперкалієвим розчином (80 мМ) (А) та ацетилхоліном (10 мкМ) (Б) скорочень гладеньком'язових препаратів саесит щура: 


білі стовпці - максимальна нормована швидкість періоду скорочення, 


періоду розслаблення (М+т, пе б). 


сірі стовпці - максимальна нормована швидкість 


Механокінетичні параметри розраховували із використанням методу [17]; за 100 % були прийняті контрольні значення 


відповідних параметрів. 


Такі результати в умовах хронічної дії речовин іп 
уіуо | переважно відтворюють тенденції змін 
скорочувальної функції саесит при їх аплікуванні іп 
уйго [12, 14]. Так, короткочасне внесення уабаїну в 
омиваючий препарати розчин супроводжувалось 
вірогідним зниженням амплітуди ГКР-викликаних 
скорочень, однак параметри нормованих 
максимальних швидкостей обох періодів залишались 
без змін [12]. Разом з тим, за аналогічних умов 
каліксарен С107 1 його структурний фрагмент МЗ 
знижували не тільки амплітуду скорочень, але також 1 
показники Й, та Г, [14]. 

Нормована максимальна швидкість Г» АХ- 
індукованих скорочень препаратів, одержаних від 
тварин груп №3-5, не зазнавала змін порівняно з 
контролем (рис. ІБ). Показники У, цих скоротливих 
відповідей статистично вірогідно варіювали в різних 
групах: в груш №3 вони залишались на рівні 
контролю (85.7+16,7 %, п = 6, Р>0.05), а в групах №4 1 
5 знижувались до 64.3+8.3 % (п=6, Р<0.05) та 82.1+8.7 
% (п=6, Р<0.05) відповідно. Такий ефект досліджених 
речовин цілком повторює тенденції результатів наших 
дослідів по їх короткочасному аплікуванню на 
ізольованих смужках саесит | 12, 14]. 

Можна міркувати про  внутрішньоклітинні 
механізми, які призводять до зміни каліксареном С107 
та його структурною частиною М3 швидкості періодів 
розслаблення скоротливих відповідей. Відомо, що 
фазний компонент ацетилхолін-викликаних скорочень 
вісцеральних гладеньких м'язів обумовлюється 
інозитолтрифосфат-залежним вивільненням Са?" з 
саркоплазматичного ретикулуму. Співвідношення між 
фазним та тонічним компонентами супроводжується 


зміною нормованої максимальної швидкості періоду 
розслаблення. Нами попередньо було показано [12], 
що каліксарен С99 (також здатний селективно 1 більш 
специфічно, ніж уабаїн, інгібувати Ма ,К -АТФ-азу) 
спричиняв аналогічну зміну Г), яка, однак, усувалась 
в присутност  блокатора інозитолтрифосфатних 
рецепторів саркоплазматичного ретикулуму 2-АРВ. 
Тож у даному випадку також ймовірно, що крім 
здатності до інгібування Ма ,К -АТФ-ази, каліксарен 
С107 може змінювати Г, за рахунок модифікування 
вивільнення Са" з внутрішньоклітинних депо. 


ВИСНОВКИ 


Отже, якщо співставити результати попереднього 
дослідження з даними експериментів іп уїуо, то 
можна стверджувати, що обидві речовини (каліксарен 
С107 та його фрагмент МЗ) переважно (крім Г» ГКР- 
скорочень групи №5) не впливають на показники 
нормованих максимальних швидкостей періоду 
скорочення ГКР- і АХ-викликаних скорочень, але 
ефективно пригнічують /,. Отже, як каліксарен 
С107, так 1 його структурна частина МЗ зберігають 
свій специфічний, відмінний від уабаїну, ефект на 
гладеньком'язові смужки саесит. 
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МЕХАНОКИНЕТИЧЕМКИЕ ПАРАМЕТРЫ СОКРАТИТЕЛЬНОЙ АКТИВНОСТИ ГЛАДКИХ МЫШЦ САЕСОМ 
КРЫСЫ В УСЛОВИЯХ ХРОНИЧЕСКОГО ДЕЙСТВИЯ КАЛИКСАРЕНА С107 ГУ ИГО 


Цимбалюк О.В., Родик Р.В., Кальченко В.И., Костерин С.А. 


В работе было изучено влияние хронического инъектирования каликсарена С107 (для него ранее установлена способность 
угнетать активность Ма", К -АТФ-азьт) и его фрагмента МЗ на кинетические параметры сократительной активности гладких 
мышц саесит крыс. В аналогических условиях эффект каликсарена С107 сравнивали с ингибитором Ма ,К -АТФ-азьт 
уабаином. Согласно метода кинетического анализа, определяли нормированные максимальные скорости отдельно фаз 
сокращения и расслабления (У та У, соответственно) сократительных ответов на ацетилхолин (10 мкМ) и гиперкалиевою 
деполяризацию (80 мМ). Установлено, что в условиях хронического влияния уабаин не изменяет кинетические параметры 
сократительных ответов. В отличие от уабаина, каликсарен С107 и его структурный фрагмент МЗ эффективно угнетают Ух. 
Такие результаты свидетельствуют, что действие каликсарена С107 на мышцы не ограничивается ингибированием Ма",К - 
АТФ-азы. 


Ключевые слова: гладкие мышцы, саесит, нормированные максимальные скорости фаз сокращения и расслабления, 
Ма К'-АТФ-аза, уабаин, каликсарен С107. 


ТНЕ МЕКНАМОКХЕТТСАГ РАКАМЕТЕКЅ ОЕ СОМТКАСТП Е АСТІУІТУ ОЕ КАТ САЕСОМ ЅМООТН 
МОЅСІГЕЅ ОХРЕВ ТНЕ СОМОГТТОМ$ ОЕ САШХАВЕМЕ С107 СНВОМС АСТІОМ ІМ ИГО 


Тѕутрауик О.У., Вод К В.У., КаїспепКо У.Т., Коѕќегір 5.О. 


Іпйицепсе ої сігопіс іпіесіїоп саНхагепе С107 (ог іє аБііу ќо Фесгеазе Ма’,К”-АТР-азе аснуНу і уаѕ ѕһоуп Беѓоге) апа 15 
Бастепе МЗ оп ће Кшейс рагате{ег$ ої соштасйуе аспуйу оЁ зтоой плизсіве5 гаіѕ саесит \аз за 41е4. ш апаІоріс сопд1оп$ Ше 
еЁЕесе ої саіхагепе С107 апа ће шЫБйог ої Ма’,К'-АТР-азе оцабаш має согарагей. Ассогашеу шећоа ої ће Кіпейс апа[уѕіѕ 
Фе погта|17е4 пахіта! гаїе зерагае[у ої Фе сопігасіїоп апа геіахайоп рБазез (Ус апа У, гезреснуе у) ої сопігасіпе апѕуегѕ іо 
е асеѓуІсһоһпе (10 цМ) апа Бієб роѓаѕѕіит зоНоп (80 тм) меге деегитечд. І 1$ ѕһоуп фа іп Фе сопдїйопя об сһгопіс 
шЯчепсе ої опабаїп доє5 пої сһапое ће Кшейс рагатеїѓегѕ ої сопігасійе апѕуегѕ. Спіїке опабаїп, саіхагепе С107 5107 апа из 
5ігискига! йазтепт МЗ саизе4 еМесйуе У, аесіпіпр. ЗисН гезиНз ѕһоу аі асіїоп ої сайхагепе С107 оп пли5сієє 15 пої опу 
шЫЫ оп ої Ма ,К/-АТР-аве. 


Кеу үогӣ5: зтоой тиѕс1еѕ, саесит, погта|12е4 пахіта! гаїе ої ће сопігасіїоп апа геіахайоп рБазез У,» апа У, Мак - 
АТРазе, оцафаш, сайхагепе С107 
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Застосувавши метод аналізу незалежних компонентів (ІСА) до ЕЕГ людини під час пред'явлення зорових стимулів, виявили 
один компонент, що пояснює формування більшої частини сигналу зорових викликаних потенціалів. Локалізація джерела 
вказаного компонента у тривимірному просторі дала змогу ідентифікувати його як поля 18, 19, 30 за Бродманом. 
Запропонований метод аналізу викликаної активності є перспективним для дослідження механізмів сенсорного та 


когнітивного аналізу зорової інформації. 


Ключові слова: електроенцефалограма, головний мозок, зорові викликані потенціали, ІСА, аналіз незалежних компонентів, 


обернена задача. 


ВСТУП 


Людина щомиті здійснює аналіз різноманітної 
сенсорної інформації, виділяючи із загального потоку 
певні значущі образи та пристосовуючи свою 
поведінку до оточення. Одним з сучасних напрямків 
дослідження мозкової обробки інформації є аналіз 
викликаних потенціалів (ВП), які є електричними 
відповідями головного мозку на певні сенсорні 
стимули. Для виділення сигналів ВП застосовують 
багатократне пред'явлення стимулів із подальшим 
когерентним | усередненням фрагментів ЕЕГ, 
синхронних із моментом початку 1х дії. Особливу 
цікавість для нейрофізіологів становить питання про 
нейрональний субстрат, пов'язаний з генерацією цієї 
активності. Традиційно вважається, що чим ближче до 
певного електрода локалізоване джерело сигналу, тим 
більшою є його амплітуда Проте, в силу 
особливостей поширення електричних сигналів через 
головний мозок та оточуючі його тканини, 
регіональна різниця у їх формі та амплітуді на 
поверхні скальпу суттєво нівелюється [2, 14] 1 
дозволяє робити лише приблизні оцінки. Протягом 
останнього десятиріччя було розроблено та 
застосовано до ЕЕГ численну кількість алгоритмів 
просторової локалізації джерел електричної 
активності, таких як ВЕЅА, ГОВЕТА та ін. [1, 14]. 
При застосуванні їх до ВП припускається, що певні 


коливання є наслідком активації (збудження/ 
гальмування) локальної нейрональної групи, яка 
моделюється електричним диполем. Найбільш 


складним 1 критичним етапом аналізу при цьому є 
декомпозиція (розкладання) сигналу ВП на окремі 


компоненти. Для розв'язання цієї задачі застосовують 
алгоритми, що носять загальну назву "сліпе 
розділення джерел" (ЬНпа зоигсе зерагайоп, В55) [13]. 
Одним з перспективних алгоритмів ВЅЅ є аналіз 
незалежних компонентів (Іпйерепдепі Сотропепі 
Апа|уз15, ІСА) [13], який набуває все більшого 
поширення у електроенцефалографії [15, 8], зокрема, 
для режекції артефактної активності [9]. Порівняння 
цього методу з іншими варіантами В55 виявило, що 
він має певні переваги при аналізі просторового 
аспекта структури ВП [7]. В той же час, розкладання 
сигналів ВП на незалежні компоненти (НК) за 
допомогою ІСА, як 1 інші алгоритми В55, має недолік, 
пов'язаний із невизначеністю кількості джерел, які 
беруть участь у 1х генерації. Як правило, ІСА 
екстрагує стільки НК, скільки є вихідних сигналів 
(тобто, відведень ЕЕГ). Якщо ця кількість буде 
меншою за число реальних внутрішньомозкових 
джерел, сигнали деяких НК будуть містити сигнали 
кількох джерел. У протилежному випадку, активність 
деяких джерел буде штучно розділена між кількома 
НК. Зарадити цій проблемі, на нашу думку, може 
застосування 1СА до етапу аналізу когерентно 
накопичених сигналів ВП, тобто, до нативного 
сигналу НЕГ. Для перевірки цієї гіпотези нами було 
проведене дослідження, метою якого було виявити 
НК, пов'язані із генерацією зорових ВП. 


МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 


У дослідженнях як обстежувані взяли участь 21 
доброволець віком 18-19 років — студенти 
університету (10 чоловіків, 11 жінок). Усі учасники 
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АНАЛІЗУ НЕЗАЛЕЖНИХ КОМПОНЕНТІВ 


надали письмову згоду на участь у дослідженні. Під 


час експерименту  обстежувані знаходилися у 
звукоізольованій | кімнаті | із слабким рівнем 
освітлення. Для стимуляції використовували 
зображення простих побутових предметів 
(зображення із семантичним змістом) та ті ж 
зображення, модифіковані таким чином, що 
яскравість та кольорова гамма залишалися 


незміненими, проте інформація про зміст втрачалася 
(мозаїка із усередненням кольору точок сегментів). 
Були використані об'єкти № 7002, 7004, 7006, 7009, 
7010, 7034, 7042, 7043, 7055, 7056, 7059, 7080, 7090, 
7150, 7211 з Піегпайопа! АНеснуе Рісішге Зузет [12]. 
Подразники обох типів пред'являлися у довільному 
порядку через монітор ІС Еаќгоп 117175 (роздільна 
здатність 1280х1024), який знаходився на відстані Ім 
від обстежуваного. Кутовий розмір зображень по 
горизонталі становив 9.62, по вертикалі 7.77. 
Кількість подразників становила від 150 до 160, 
співвідношення кількості двох типів стимулів 
становило 1:1. Час експозиції стимулу - 1000 мс. 
Міжстимульний інтервал мав випадкову тривалість у 
межах 2с + 30% Після комутації електродів 
учасникам  повідомлялася інструкція щодо їх 
поведінки у експерименті. Відповідно до неї, вони 
повинні були стежити за зображеннями на моніторі 
персонального комп'ютера, підраховуючи їх подумки. 
Завдання будь-яким чином класифікувати стимули не 
ставилося. 

Запис та аналіз ЕЕГ проводили за допомогою 
електроенцефалографічного комплексу «Нейроком» 
(«ХАІ-медика», Харків, Україна). У відповідності до 
міжнародної системи 10/20 % накладалися 19 
електродів (ЕрІ, Ер2, ЕЗ, Е4, Е2, СЗ, С4, Ст, РЗ, РА, Рх, 
ТЗ. Т4, Е7, Е8, Т7, Т8, ОІ, 02) У якості референтного 
використовувався об'єднаний вушний електрод. 
Міжелекродний опір становив менше 5 кОм. Частота 
дискретизації сигналу становила 500 Гц. 

На основі візуального аналізу з записаного 
сигналу ЕЕГ виключалися епохи стимуляції, які 
співпадали у часі із артефактною активністю. 

За допомогою методу аналізу незалежних 
компонентів (ехіепдед ІСА [13]), реалізованому у 
програмі "Нейроком", сигнал ЕЕГ розкладався на НК, 
які в теорії [13] генеруються різними, фіксованими у 
просторі джерелами. На виході алгоритму ІСА були 
сигнали НК (у часовій області реєстрації вихідної 
ЕЕГ) та матриця з коефіцієнтами входження кожного 
НК до кожного відведення. Множення сигналів НК на 
вказану матрицю дає нам набір сигналів вихідної, 
нативної ЕЕГ. Така операція називається 
композицією, на відміну від розкладання ЕЕГ на НК - 
декомпозиції. Відповідно до числа вихідних сигналів 
(тобто, кількості відведень) отримували 20 НК. Вони 
були класифіковані на три групи. До першої з них 
відносили НК, які містили артефактну активність - 


здебільшого, пов'язану із електроокулограмою 
внаслідок рухів очних яблук при розгляданні 
стимулів. За допомогою кореляційного аналізу між 
електричними відповідями на парні і непарні стимули 
по сигналу кожного НК отримували умовний 
коефіцієнт накопичення ВП [3]. Низьке значення 
цього показника означає, що сигнал НК не містить 
синхронних із подачею стимула (рһаѕе-Іоскеа) 
компонентів активності, тобто генерується джерелом, 
не пов'язаним із генерацією ВП. Такі НК відносили до 
другої групи 1 також виключали з аналізу. 
Виключення певного НК з аналізу здійснювалося 
шляхом зміни його вагових коефіцієнтів у матриці на 
0. Композиція, отримана при цьому, містить сигнали 
усіх НК, окрім виключеного. Таким чином, 
композиція на основі НК третьої групи - із високими 
значеннями коефіцієнта накопичення - дає нам 
сигнал, що є частиною вихідної активності, 
обумовленою функціонуванням тільки незалежних 
джерел, пов'язаних із формування викликаної 
активності. У різних обстежуваних було виділено від 
9 до 20 таких НК. 

Накопичення сигналів ВП проводили як по 
сигналах окремих НК, так 1 по результатах 
композицій ЕЕГ. Епоха когерентного усереднення 
сигналу становила 150 мс до подачі стимулу та 
1000 ме після не. ВП у відповідь на стимули із 
семантичним змістом та без нього отримували 
незалежно. З усіх виділених НК обиралися такі, ВП по 
сигналу яких мали найбільшу амплітуду і за формою 
були подібними до ВП, отриманих по нативній ЕЕГ. 
Для того, щоб визначити, яка частина сигналу ВП 
обумовлена функціонуванням джерела певного НК, 
здійснювали однокомпонентну композицію ЕЕГ, по 
якій 1 накопичували ВП. Для групового аналізу даних 
застосовували метод загального усереднення (этапа 
ауетаре), який полягав в усередненні індивідуальних 
кривих ВП [17]. Амплітуди коливань ВП оцінювали 
від піка до піка. Латентність піків оцінювали за часом 
досягнення максимальної амплітуди. Коливання 
позначалися цифрами по порядку розвитку у часі. 


РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


Аналіз ВП, накопичених по ЕЕГ без артефактних 
та шумових компонентів (повній композиції), виявив, 
що відповіді головного мозку на обидва типи 
стимулів були однаковими за формою 1 складалися з 
трьох виразних коливань (рис. 1). Найбільшими за 
амплітудою були сигнали у потиличних відведеннях. 
Як описано у нашій попередній роботі [5], амплітуда 
відповідей на зображення із семантичним змістом 
була більшою, ніж така на модифіковані зображення. 
Такі результати узгоджуються 1 з даними, отриманими 
іншими дослідниками | 18, 4]. 
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Рис. 1. Викликані потенціали (групове усереднення, п = 21) в різних відведеннях у відповідь на стимули із семантичним 
змістом (неперервна чорна лінія) та модифіковані, беззмістовні стимули (сіра, пунктирна лінія). Вісь абсцис - час, мс. Вісь 
ординат - амплітуда ВІЇ, мкВ. Нульовий момент часу відповідає початку експозиції зображення. Відхилення кривих вверх 
відповідає електропозитивності. 
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Рис. 2. Викликані потенціали (групове усереднення, п = 16) у різних відведеннях, накопичені по сигналу НК-РМР 
(пояснення у тексті). Позначення як на рис. 1. 
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Рис. 3. Викликані потенціали (групове усереднення, п = 16) у різних відведеннях, накопичені по сигналу "залишкової" 


композиції (пояснення у тексті). Позначення як на рис. 1. 


Відповідно до сучасних уявлень про механізми 
формування викликаних потенціалів, зростання 
амплітуди їх коливань свідчить про збільшення числа 
нервових елементів, на мембранах яких синхронно, 
одночасно виникає збудження, пов'язане 13 
надходженням (та відповідним аналізом) сенсорної 
інформації [14]. Виходячи з цього, ймовірно зробити 


висновок, що сприйняття «змістовних» зображень 
пов'язане із залученням більшого числа нервових 
елементів, що є цілком зрозумілим, оскільки такий 
аналіз потребує більшого залучення нервового 
субстрату. Певний подив викликає факт, що 
амплітуда накопичених відкликів на обидва типи 
стимулів виявилася найбільшою у потиличних 
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відведеннях, адже відомо, що потиличні області 
(сенсорні області зорового аналізатора) відповідають 
за «елементарний» аналіз сенсорного потоку, тобто 
виділення певних дискретних складових зображення, 
тоді як формування інтегрального образу та його 
ідентифікація (семантичний аналіз) відбувається у 
асоціативних областях головного мозку. 

Слід зазначити, що переважання амплітуди ВП на 
"змістовні" стимули спостерігалося у задніх 
(потиличних та тім'яних) і передніх (фронтальних) 
відведеннях. При цьому, переміщення електрода у 
фронтальному напрямку супроводжувалося інверсією 
знаку ВП з еквіпотенціальною лінією дещо позаду 
меридіану Т3-С3-С4-ТА. Така організація електричної 
активності вказує на можливу її дипольну природу, 
проте незрозуміло, чи зареєстровані компоненти РІ, 
М,  Р2 генеруються одним або декількома 
дипольними джерелами. Задля вирішення цього 
питання ми оцінювали ВП, накопичені по сигналам 
НК, отриманих за допомогою ІСА декомпозиції, для 
виявлення тих, максимуми яких співпадають у часі із 
компонентами описаного комплексу Р1-М1-Р2. При 
цьому одразу оговоримо, що ми свідомо не 
аналізували активність з максимумом у центральних 
областях, пов'язану із пред'явленням "беззмістовних" 
стимулів, зосередившись на високоамплітудному 
"потиличному" патерні активації. 

Через наявність тривалих артефактних 
фрагментів, пов'язаних із рухами обстежуваних, що 
не впливало на накопичення ВП, проте ускладнювало 
або унеможливлювало аналіз НК, на цьому етапі 
дослідження аналізувалися ЕЕГ 16 з 21 обстежуваних. 
Було виявлено, що у кожного з них існує один НК із 
наступними характеристиками: 

® максимальний коефіцієнт входження у одне з 
потиличних відведень, 

® накопичені по ньому ВП мають найбільшу 
амплітуду, в порівнянні з ВП по іншим НК, 


• накопичені по ньому ВП мають форму Р-М№-Р. 

Для зручності подальшого викладення результатів 
позначимо цей компонент як НК-РМР. Виходячи з 
того, що ІСА є в чутливим саме до просторового 
аспекту організації суміші сигналів [7], можна 
зробити висновок, що вказані хвилі ВП генеруються 
переважно однією локальною мозковою структурою, 
а не декількома. Для оцінки форми сигналів ВП, 
обумовленого виділеним компонентом, нами було 
проведено композицію ЕЕГ сигналу на основі 
виключно вказаного компонента 1 подальше 
накопичення ВП по результату такої композиції. 
Результати представлені на рис. 2. 

Зрозуміло, що як і у випадку із накопиченням по 
сумарній ЕЕГ, амплітуда відкликів виявилася 
максимальною у потиличних відведеннях. 

Для оцінки того, за яку частину сумарного 
сигналу ВП відповідає виділений нами НК, нами було 
проведено наступні операції. З набору НК, які не 
містили артефактної та шумової активності, було 
виключено НК-РМР. На основі решти НК було 
здійснено "залишкову" композицію, по якій 
накопичували ВП. Отримані криві представлені на 
рис. 3. 

Чим більша частина вихідних ВП обумовлена 
діяльністю НК-РМР, тим меншою повинна бути 
амплітуда ВП, накопичених по "залишковій" ЕЕГ. Як 
видно з рис. 3 - виключення вказаного компонента 
суттєво вплинуло на ВП у потиличних та 
фронтальних відведеннях та майже не позначилося на 
ВП у відведеннях, розміщених біля вертексного 
меридіану (на рисунку - центральні та скроневі). Для 
оцінки внеску НК-РМР у формування ВП потиличних 
відведень ми проінтегрували криві ВП у часовій 
області 0-1000 мс. Результати цього представлені у 
табл. 1. 


Таблиця 1 
Площа під кривими ВП, накопиченими по різним композиціям (мкВ:с) 
відведення / композиція 
тип стимула повна НК-РМР "залишкова" 
ОЇ / змістовні 3.49 2.55 (73 У) 0.99 (28 %) 
ОТ / беззмістовні 2.04 0.83 (41 90) 1.22 (60 %) 
О2 / змістовні 4.18 2.55 (61 %) 1.65 (39 %) 
О2 / беззмістовні 2.19 0.85 (39 %) 1.45 (66 %) 


Примітка: в дужках позначено частку показника відносно повної композиції. 


Як видно, функціонування НК-РМР обумовлює 
більшу частину ВП на пред'явлення змістовних 
стимулів, але не ВП на модифіковані зображення. 
Важливо зауважити, що вказаний НК був одним з 
двадцяти, виділених з ЕЕГ кожної людини. У випадку, 
якби алгоритм ІСА давав випадкові результати, які б 
не відображали діяльність певних нейрональних груп, 
слід було б очікувати, що внесок кожного НК у 
сумарний сигнал ВП складав би близько 5%. Як 
можна бачити, отримані нами результати дали 
набагато кращий показник. Отже, вірогідно, що 


функціонування джерела цього НК пов'язане з 
діяльністю механізму визначення семантичного 
змісту зорових стимулів. 

Наступне питання, на яке ми спробували дати 
відповідь, стосувалося локалізації джерела цієї 
активності. Застосування алгоритму багатодипольної 
локалізації джерел електричної активності, 
реалізованого у програмі "Нейроком", дозволило з 
високою вірогідністю встановити координати джерела 
НК-РМР у всіх обстежуваних. Критерієм валідності 
локалізації був ступінь збігання емпіричної та 
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теоретичної потенціальних карт. Він становив від 79% 
до 96% (середнє - 89%). Координати дипольного 
джерела визначали відповідно до двох систем: 
томографічна модель  ММІ27  (МеСоппеї! Вгаіп 
Іпаріпе Сепіге) та стереотаксичного атласу головного 
мозку людини [19]. Трансформація координат з 
системи ММГ до  Таїаїгаср здійснювалася за 
алгоритмом [10]. 

Як можна бачити (табл. 2), найменш варіативною 
виявилася координата Х. Індивідуальна варіабельність 


координат не перевищувала 25 мм (система ТаЈаігасһ). 
Розбіжність між індивідуальними координатами 
диполів по вісі У та 7 становили до 35 та 40 мм 
відповідно. Цікаво, що у половини обстежуваних (6 з 
12) вказаний диполь був локалізований у правій, а у 
іншої половини - у лівій півкулі головного мозку. 
Розташування усереднених координат дипольних 
джерел ЕЕГ на зображеннях томографічних зрізів 
наведено на рисунку 4. 


Таблиця 2 
Просторові координати джерела активності НК-РМР (мм) 
ММ Тааігасһћ 

Х У 7 Х У 7 

права 14 -50 -7 14 -49 -1 
півкуля (1; 25) (-59; -32) (21; 1) (1; 25) (-58; -33) (-13; 5) 

ліва -9 -60 -2 -8 -59 2 
півкуля (-17; -4) (-83; -45) (-26; 18) (-16; -3) (-79; -45) (-18; 19) 


Примітка: показані середні значення координат (мінімальні; максимальні). 


Точність локалізації джерела електричної 
активності на основі топографії сформованої ним 
потенційної карти становить близько 1 см? [16]. 
Максимальний розкид координат у нашому 
дослідженні становив 37 мм. Зважаючи на це, ми 
вважаємо, що застосування алгоритмів вирішення 
оберненої задачі ЕЕГ дозволило ідентифікувати 
достатньо локальну ділянку головного мозку як таку, 


що пов'язана із генерацією основної частини зорових 
ВП. 

Наступним кроком нашого дослідження стала 
спроба виявити, які анатомічні мозкові структури 
пов'язані із виявленими нами координатами. Для 
цього ми використали метаопис атласу Тааігасһ, 
створений авторами [11]. 


Рис. 4. Локалізація диполів у групах обстежуваних із розташуванням його у правій (верхній ряд) та у лівій півкулі 
(нижній ряд). Координати диполів усереднені по групам (табл. 2). Зображення томографічних зрізів і система 


координат моделі ММІ27. 
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Усього було отримано 1 18 міток, з яких 65 були 
класифіковані до | цитоархітектонічного рівня 
(ідентифіковані як певні поля за Бродманом). За 
частотою зустрічі нами було виділено дві структури 
на макрорівні - язикову та парагіпокампальну 
звивини. На цитоархітерктонічному рівні найбільш 
часто зустрічалися мітки, асоційовані із 30, 19 та 18 
полями Бродмана (32 %, 23 % та 28 % відповідно). 

Такі дані цілком узгоджуються із сучасними 
відомостями про структуру зорового аналізатора. 
Так, відомо, що поле 18 є вторинною зоровою 
корою (У2), а поле 19 - третинною, асоціативною 
(У3). Є відомості, що поле 30 також бере участь у 
аналізі зорової інформації [1]. 

Аналіз форми викликаної активності, 
обумовленої функціонуванням  НК-РМР (рис. 2), 
виявив, що ВП, реєстровані на поверхні скальпу, є 
максимальними за амплітудами у двох просторово 
протилежних областях - потиличних (основний 
максимум) та лобних (другорядний максимум 1з 
інверсією знаку). Це обумовлено двома факторами: 
глибинним розташуванням генераторів указаної 
активності та направленістю дипольного вектора у 
ростро-каудальному напрямку. З точки зору 
традиційного аналізу ЕЕГ, чим більшою є амплітуда 
(потужність) сигналів, які нас цікавлять, у певному 
відведенні, тим ближче до цього відведення 
знаходяться нейрональні структури, які генерують 
вказану активність. Отримані нами результати 
чудово ілюструють неадекватність цього підходу у 
випадку, якщо джерело ЕЕГ розташоване не на 
конвекситальній поверхні головного мозку. 

Як видно з аналізу "залишкових" ВП (рис. 3), 
виділений нами компонент НК-РМР пояснює далеко 
не весь сигнал, пов'язаний із обробкою зорових 
стимулів. Слід очікувати, що існують 1 інші НК, які 
відображають функціонування інших областей 
головного мозку, ніж описані вище. Зрозуміло, що 
для їх пошуку можна використовувати 
запропонований нами метод аналізу викликаної 
активності. 


ВИСНОВКИ 


В результат проведеного дослідження нам 
вдалося, по-перше, виділити компонент електричної 
активност головного мозку людини, який 
пов'язаний із аналізом семантичного змісту 
складних зорових подразників. По-друге, 
застосувавши методи вирішення оберненої задачі 
ЕЕГ, ми змогли 1з достатньо високою ймовірністю 
визначити локалізацію джерела цієї активності, що 
доводить перспективність методу ІСА для аналізу 
залучення глибинних структур головного мозку 
людини при вирішенні когнітивних завдань без 
використання складних 1 дорогих томографічних 
методів. 
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ОПРЕДЕЛЕНИЕ ИСТОЧНИКОВ ВЫЗВАННОЙ АКТИВНОСТИ ГОЛОВНОГО МОЗГА ЧЕЛОВЕКА ПРИ 
ПОМОЩИ АЛГОРИТМА АНАЛИЗА НЕЗАВИСИМЫХ КОМПОНЕНТОВ 


Чернинский А. А., Собищанский С. О., Крижановский С. А., Пискорская Н. Г., Зима И. Г., Макарчук Н. Е. 


Применив метод анализа независимых компонентов (ІСА) для анализа ЭЭГ человека при предъявлении зрительных 
стимулов, выявили один компонент, объясняющий формирование большей части сигнала зрительных вызванных 
потенциалов. Локализация источника указанного компонента в трёхмерном пространстве дала возможность 
идентифицировать его как поля 18, 19, 30 по Бродману. Предложенный метод анализа вызванной активности является 
перспективным при исследовании механизмов сенсорного и когнитивного анализа зрительной информации. 


Ключевые слова: электроэнцефалограмма, головной мозг, зрительные вызванные потенциалы, ІСА, анализ независимых 
компонентов, обратная задача. 
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МОДИФІКАЦІЯ ЛЮМІНЕСЦЕНТНОГО ПОРИСТОГО КРЕМНІЮ 
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В роботі досліджено еволюцію спектрів фотолюмінесценції та складу речовини на поверхні пористого кремнію в результаті 
його взаємодії з водними розчинами з різними рН. Виявлено, що на першій стадії обробки пористого кремнію водним 
розчином переважає реакція розчинення кремнію, в той час як на другій стадії відбувається формування стехіометричного 
оксиду кремнію, після чого властивості пористого кремнію стабілізуються. Ступінь попереднього окислення зразка на 
повітрі визначає час стабілізації його властивостей та кінцеві параметри фотолюмінесценції. Зміна ж рН розчину в діапазоні 
4.0-8.5 впливає лише на темп еволюції спектрів фотолюмінесценції. 


Ключові слова: пористий кремній, фотолюмінесценція, водний розчин, оксид кремнію. 


ВСТУП 


В останні роки завдяки біосумісності пористого 
кремнію (ПК) активно розробляються методи його 
використання в біології та медицині. Сьогодні 
виготовляють макро-, мезо- та мікропористий 
кремній. Кремній з розмірами пор та кристалітів 
порядку кількох нанометрів має ряд унікальних 


властивостей, В числі яких еффективна 
фотолюмінесценція (ФЛ) [1]. Значний інтерес 
представляє використання ПК як матеріалу 


підкладинок для біомолекул, в тому числі активних 
підкладинок в біосенсориці, оптичні властивості яких 
чутливі до молекулярного оточення [2-3]. Отриманий 
при обробці ультразвуком пористого кремнію 
нанокристалічний кремній було запропоновано 
використовувати в якості флуоресцентних проб [4]. Ці 
та інші біомедичні напрямки використання ПК 
вимагають його контакту з водним середовищем. 
Результатом взаємодії поверхні ПК з водою є 
перетворення, що суттєво впливають на властивості 
ПК, в тому числі на його люмінесценцію. 

В процесі взаємодії поверхні пористого кремнію з 
водою, згідно літературних даних [5,6], відбуваються 
як зворотні так і незворотні реакції, серед яких 
десорбція з поверхні речовин - компонент травника 
(включаючи водень) або продуктів реакції 
анодування, а також формування окислу кремнію на 
кремнієвій поверхні та травлення ПК з утворенням 
кремнієвої кислоти. Особливості процесу взаємодії 
ПК з водою порівняно з монокристалічним кремнієм 
визначаються | його структурою. Мезо- та 
мікропористий кремній ефективно травиться в водних 
розчинах завдяки морфології та розміру 
наноструктури такого матеріалу [6]. Швидкість такого 


процесу визначається як властивостями ПК, так 1 
характеристиками водних розчинів. Тому метою 
нашої роботи було дослідження зміни ФЛ та 
хімічного складу наноструктурованого пористого 
кремнію в процесі взаємодії з водними розчинами 
залежно від ступеню попереднього окиснення зразка 
та рН водного розчину. 


МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 


Зразки ПК формували методом електрохімічного 
анодування пластини орієнтації (111) р-кремнію з 
питомим опором 10 Ом*см у суміші 48% водного 
розчину плавикової кислоти та ізопропилового спирту 
у співвідношенні 1:1. Густина струму анодного 
травлення була 10мА/см”, час 10 хвилин. Отримані 
таким чином зразки характеризувалися ефективною 
фотолюмінесценцією. Щойно виготовлені зразки, 
поверхня яких пасивована переважно воднем, були 
поділені на групи 1 зберігалися на повітрі протягом 
різного часу, в результаті чого їх поверхня поступово 
окиснювалася. Після цього зразки витримували в 
дистильованій воді або водних розчинах з різним рН, 
що змінювався в діапазоні 4.0-10.0 додаванням 
хімічних речовин. 

Для дослідження хімічного складу 
приповерхневого шару ПК застосовувалася ІЧ 
спектроскопія. Спектри ІЧ-пропускання вимірювали 
за допомогою  двопроменевого спектрофотометра 
Зресога ІВ-80 при кімнатній температурі на повітрі в 
області хвильових чисел 400-4000 см” Спектри 
фотолюмінесценції зразків реєструвалися при 
кімнатній температурі, для збудження люмінесценції 
використовувався імпульсний азотний лазер ИЛГИ- 
503 з довжиною хвилі лінії генерації 337 нм. Виміри 
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проводили на повітрі через певні проміжки часу до 
моменту стабілізації властивостей зразків. 


РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


На рис.1 та 2 показано еволюцію в часі спектрів 
поглинчання ПК в ІЧ області при витримці зразка в 
розчині з рН 8 (розчин МаОН). Для спектрів вихідного 
зразка, що попередньо 15 діб перебував на повітрі, та 
оброблених у водному розчині зразків були 
характерні смуга валентних коливань ОН-груп (3400- 
3500 сш’), а також смуги, що відповідають зв'язкам 
Зі-Н, (2090, 2115, 2140 спа") та 5і-О-5і (1030-1100спт 
1 [7, 8]. Протягом перших годин витримки зразка в 
розчині відбувалося зростання інтенсивності смуги 
валентних коливань ОН-груп (рис.1). При подальшій 
обробці спостерігалося зменшення інтенсивності смуг 
51-Н, груп, та зменшення інтенсивності смуги 
коливань ОН-груп, а також збільшення інтенсивності 
смуги, пов'язаної із зв'язками 81-О-51 (рис.1 та 2). 
Протягом всього періоду взаємодії змінювалась 
форма смуги коливань зв'язків 51-О-51, яка згодом 
наблизилася до форми, що відповідає оксиду кремнію 
стехіометричного складу [7]. Після формування 
стехіометричного оксиду значних змін в ІЧ-спектрі 
зразка не спостерігалося. 
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Рис 1. Спектри ІЧ поглинання в області моди розтягу О-Н 
вихідного зразка (1), що зберігався на повітрі 15 діб, та 
зразків ПК, що витримувалися у водному розчині (рН 8) 
при кімнатній температурі 3 (2) та 12 годин (3) 
відповідно. 
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Рис 2. Спектри ІЧ поглинання в області моди розтягу $1- 
Н, та 51-О-51 для зразків, представлених на рис 1. 


Для зразків, що перебували в розчині з рН 4.0 
(розчин НСІ) та дистильованій воді, нами 
спостерігалися подібні зміни складу поверхневого 
шару ПК, однак швидкість перетворень була нижчою: 
формування стехіометричного оксиду відбувалося 
протягом 5 та 2 діб, відповідно. Це збігається з 
відомим фактом, що реакція кремнію з водою 
відбувається швидше у лужному середовищі [6]. 

Згідно наших експериментальних даних, 
модифікація хімічного складу ПК під час взаємодії з 
водою відбувається в два етапи. На першій стадії 
переважно відбувається зростання кількості зв'язків 
51-ОН, а також ймовірна реакція розчинення кремнію 
з утворенням кремнієвої кислоти. Як відомо, така 
реакція відбувається через формування ОН зв'язків на 
поверхні ПК [8]. На другому етапі завдяки реакції 
конденсації та окисненню кремнію розчиненим у воді 
киснем відбувається формування стехіометричного 
оксиду кремнію. 

ІЧ дослідження були проведені також для щойно 
виготовлених зразків ПК та для зразків з високим 
ступенем окиснення. Для щойно виготовлених зразків 
були характерні довга тривалість першої стадії, а 
також дуже повільний процес зростання кількості 
зв'язків 51-О-51 при контакті ПК з водою. Для сильно 
окиснених зразків навпаки спостерігалося більш 
швидке повне окислення поверхні ПК. 

Поведінка ФЛ ПК при обробці в водних розчинах 
виявилась залежною від стану вихідних зразків, що 
визначався тривалістю їх зберігання на повітрі. Для 
зразка з низьким ступенем окиснення на повітрі 
спостерігалась немонотонна залежність інтенсивності 
ФЛ зразка від часу витримки в водних розчинах 
(рис.3), в той час як для в більшій мірі окисненого 
зразка інтенсивність ФЛ тільки збільшувалась до 
моменту стабілізації його ФЛ характеристик (рис.4). В 


результаті витримки ПК у водних розчинах 
спостерігався зсув максимуму спектра ФЛ в 
короткохвильовий бік (рис.3 та 4). 
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Рис. 3. Спектри фотолюмінесценції вихідного зразка (1), 
що зберігався на повітрі 1 добу, та зразків ПК, що 
витримувалися у водному розчині (рН 8) протягом 1 (2), 
8 (3) та 28 годин (4) відповідно. 
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Інтенсивність ФЛ, в.о. 


Рис. 4. Спектри фотолюмінесценції вихідного зразка (1), 
що зберігався на повітрі 15 діб, та зразків ПК, що 
витримувалися у водному розчині (рН 8) протягом 1 (2), 3 
(3) та 12 годин (4) відповідно. 
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Рис. 5. Залежність зсуву максимуму ФЛ від часу 
попереднього зберігання ПК на повітр. 


Розглянемо наші результати в термінах квантово- 
розмірної моделі ФЛ [1, 9], згідно з якою причиною 
зростання інтенсивності ФЛ є ріст ймовірності 
випромінювальних переходів зі зменшенням діаметру 
нанокристалітів. Отже, причиною зростання 
інтенсивності ФЛ може бути зменшення розмірів 
нанокристалітів. ІЧ дослідження підтверджують, що 
воно відбувається в результаті процесу 
окиснення/розчинення ПК протягом всього часу 
взаємодії ПК з водою. 

Гасіння ФЛ на початковому етапі обробки щойно 
виготовленого зразка обумовлено зростанням 
кількості обірваних кремнієвих зв'язків на поверхні, 
що є центрами безвипромінювальної рекомбінації в 
ПК. Відмітимо, що для електрохімічно травленої 
поверхні кремнію характерна високоякісна пасивація 
воднем [10], що погіршується на початковому етапі 
взаємодії з водою [11]. Частково ж окиснена на 
повітрі поверхня кремнію характерізується більшою 
кількістю обірваних зв'язків [11]. Занурення такого 
зразка у воду, ймовірно, не приведе до значного 
зростання їх кількості, отже Й інтенсивність ФЛ 
зменшуватися не буде. 


Також, квантово-розмірний ефект приводить до 
збільшення забороненої зони кристалітів при 
зменшенні їх розмірів. Отже, зсув максимуму спектра 
ФЛ в короткохвильовий бік також є результатом 
зменшення розмірів  нанокристалітів кремнію в 
процесі окислення/розчинення ПК. 

Слід відмітити, що час стабілізації ФЛ 
характеристик корелює з часом стабілізації хімічного 
складу зразків, а отже зменшується при збільшенні 
ступеню попереднього окиснення зразка. На рис. 5 
показано кінцевий зсув максимуму спектру ФЛ в 
результаті обробки у водному розчині для різних часів 
попереднього старіння зразка на повітрі. Величина 
зсуву зменшується  3і збільшенням ступеню 
попереднього окиснення ПК. Такий факт можна 
пояснити тим, що зменшення розмірів наноструктури 
за рахунок розчинення ПК в більшій мірі відбувається 
для попередньо слабо окиснених на повітрі зразків. 

Для всіх зразків зміна рН розчину в діапазоні 4.0- 
8.5 впливала лише на темп еволюції спектрів ФЛ. Для 
зразків, що витримувалися в розчинах з рН вище 9, 
спостерігалась немонотонна залежність інтенсивності 
ФЛ від часу обробки. Після невеликого зростання 
інтенсивності ФЛ така обробка приводила до згасання 
люмінесценції, що спричинялося стравлюванням 
окислу 1 руйнуванням пористого шару. 


ВИСНОВКИ 


Отже, взаємодія ПК з водними розчинами 
приводить в основному до зростання інтенсивності 
ФЛ та зсуву максимуму в бік високих енергій, що 
пояснюється зменшенням розмірів нанокристалітів в 
результаті розчинення та окиснення ПК. Причому на 
першому етапі взаємодії ПК з водою відбувається 
переважно розчинення ПК. На другому етапі на 
поверхні наноструктурованого кремнію формується 
шар стехіометричного оксиду кремнію. Початковий 
ступінь окиснення ПК впливає на час стабілізації його 
властивостей та ФЛ параметри стабілізованих зразків. 
Найбільший зсув максимуму спектра ФЛ реєструється 
після водної обробки щойно виготовлених зразків, 
завдяки тому що для них процес розчинення кремнію 
відбувається більш ефективно. Зміна рН розчину в 
діапазоні 4.0-8.5 впливала лише на темп взаємодії ПК 
з водою, але не впливала на хімічний склад та ФЛ ПК. 
Отже, отримані результати демонструють можливість 
контролю властивостей ПК у водних розчинах. 
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МОДИФИКАЦИЯ ЛЮМИНЕСЦЕНТНОГО ПОРИСТОГО КРЕМНИЯ В ВОДНЫХ РАСТВОРАХ 


Шевченко В. Б., Макара В.А., Даценко А.И., Веблая Т.С. 


В работе изучено зволюцию спектров фотолюминесценции и состава вещества на поверхности пористого кремния в 
результате его взаимодействия с водными растворами с разными рН. Обнаружено, что на первой стадии обработки 
пористого кремния водным раствором преобладает реакция растворения кремния, в то время как на второй стадии 
происходит формирование стехиометрического оксида кремния, после чего свойства пористого кремния стабилизируются. 
Степень предварительного окисления образца на воздухе определяет время стабилизации его свойств и конечные 
параметры фотолюминесценции. Изменение рН раствора в диапазоне 4.0. 


Ключові слова: пористый кремний, фотолюминесценция, водный раствор, оксид кремния. 
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Методом подвійного прижиттєвого фарбування клітин за допомогою флуоресцентних барвників Ноесі5і-33258 та пропідіум 
йодид досліджували вміст живих, некротичних та апоптуючих тимоцитів щурів, а також їх морфологічні особливості у 
суспензії після годинної та трьохгодинної інкубації з 0,1мМ пероксидом водню та при впливі електромагнітного поля 
частотою 8 Гц, як при наявності меланіну так і без нього. Знайдено, що в умовах пероксид-індукованого пошкодження 
клітин вплив електромагнітного поля частотою 8 Гц на суспензію тимоцитів призводить до збільшення загальної кількості 
апоптуючих клітин в основному за рахунок клітин з конденсованим хроматином, однак при наявності меланіну їхня 
кількість суттєво зменшується. Зроблено припущення, що вплив 8 Гц в певній мірі активує запуск механізмів апоптозу, а 


меланін, як потужний антиоксидант, гальмує індукцію апоптичних процесів. 


Ключові слова: апоптоз, низькочастотне 
фрагментоване ядро, апоптичні тільця, пероксид водню. 


ВСТУП 


Меланін, який синтезується багатьма клітинами, 
виконує різноманітні фізіологічні функції. Він є 
важливим фотопротекторним фактором, що поглинає 
ультрафіолетове випромінювання. Ця речовина також 
демонструє антиоксидантні |1,2,3|, імуномодулюючі 
[4,5], антиканцерогенні [4,6] та стрес-протекторні [7,8] 
властивості, що дозволяє його використовувати в 
медицині. Водночас з цим, меланін все ширше 
використовується у харчовій промисловості [9]. 

Давно відомо, що електромагнітний фон 
природного та техногенного походження в діапазоні 
наднизьких частот є важливим фактором 
навколишнього середовища. Електромагнітні хвилі 
здатні викликати різноманітні біологічні ефекти [10], 
серед яких окремий інтерес викликає їх можливий 
вплив на запрограмовану загибель клітин [11,12]. На 
цей час механізми впливу електромагнітних хвиль 
низькочастотного діапазону на клітинні процеси мало 
досліджені 1 потребують ретельного вивчення. Але 
дослідження комбінованих впливів низькочастотного 
електромагнітного випромінювання в поєднанні з 
різними хімічними факторами, зокрема такими, як 
меланін або пероксид водню, викликають значний 
інтерес, тому що в реальних умовах в навколишньому 
середовища живі організми піддаються декільком 
впливам одночасно. У зв'язку з цим метою роботи було 
дослідити рівень життєздатності, ранні морфологічні 


електромагнітне 


випромінювання, меланін, конденсований хроматин, 


зміни структури хроматину тимоцитів та оцінити 
рівень фрагментації ДНК при дії меланіну, пероксиду 
водню та змінного електромагнітного поля частотою 8 
Гц при різному комбінуванні впливів і при різних 
експозиціях. 


МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 


Моделлю для дослідження впливу 
електромагнітних хвиль низькочастотного діапазону на 
процеси, спричинені дією меланіну, як протектора, та 


пероксиду водню (0,1 мМ), як пошкоджуючого 
фактора, було обрано суспензію ізольованих 
тимоцитів, оскільки вони є неповністю 


диференційованими клітинами, які характеризуються 
певною нестабільністю геному, порівняно з іншими 
клітинами, та низькою активністю систем репарації 
одноланцюгових розривів ДНК, що полегшує 
активацію шляхів апоптозу за дії різноманітних 
чинників. Використання ізольованих тимоцитів для 
дослідження апоптозу іп уйго дозволяє здійснювати 
морфологічний контроль стану тимоцитів і виявити 
клітини з фрагментованим хроматином та апоптичні 
тільця, тоді як т уїуо останні швидко поглинаються 
фагоцитами. 

Тимоцити отримували з тимусу щурів лінії Вістар 
масою 120-150 г., котрі утримувались на стандартному 
раціоні віварію. Виділений тимус перетирали через 
ситечко із синтетичного волокна (2 = 0,1 мм) в 
буферному розчині наступного складу (г/л): МаС| — 
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6,796; КС - 0,274; СаСЬ - 0,288; МаНСО: - 2,091; 
КНоРО» - 0,299; Ме О; - 0,144; глюкоза - 1,8; (рН 7.4). 
Кількість клітин підраховували за допомогою 
світлового мікроскопа у камерр Горяєва з 
використанням барвника (0,4 % р-н трипанового 
синього). 

Інкубацію тимоцитів (2-4х 105 кл/мл) здійснювали у 
водному термостат! при 37°С в стаціонарному 
середовищі  КРМІ-1640 з додаванням 2,05 мМ 
глутаміну. Інкубація проводилася протягом 3 годин. 

Клітини (тимоцити) у вигляді суспензії піддавали 
дії досліджуваних чинників — перекису водню, 
меланіну, електромагнітного поля (ЕМП) та їх 
комбінації. Після одно- або трьохгодинної експозиції 
спостерігали морфологічні зміни, виявлені методом 
подвійного прижиттєвого фарбування клітин за 
допомогою флуоресцентних барвників. Зокрема 
Ноесћѕі-33258, котрий вільно проникає через клітинні 
мембрани, зв'язується в ядрі з ДНК на зовнішньому 
боці спіралі, зумовлюючи при цьому флуоресценцію в 
синій (блакитній) області спектра [13]. Пропідіум 
йодид проникає лише в некротичні клітини та 
зв'язується з ДНК, зумовлюючи флуоресценцію в 
червоній області спектра [14]. Для оцінки вмісту 
життєздатних, некротичних та апоптичних клітин після 
інкубації клітинних суспензій з меланіном в умовах 
впливу ЕМП клітини відмивали буфером, після чого їх 
фарбували флуоресцентними барвниками протягом 15 
хв у темряві при кімнатній температурі. Забарвлені 
клітини знову відмивали та фіксували в темряві 4% 
забуференим розчином формаліну (рН 7.4) протягом 5 
хв 1 відмивали від формаліну тим же буфером. 
Аліквоту клітинної суспензії наносили на предметне 
скло, робили мазок та висушували у темряві. 
Морфологічну оцінку стану клітин проводили За 
допомогою люмінесцентного мікроскопа | І»еїса 
ОДМ1000 (окулярх10, об'єктивх 100). У кожному зразку 
аналізували не менше 2000 клітин (4 підрахунку по 500 
клітин). 

Окисний стрес є одним з типових механізмів 
пошкодження клітин шляхом індукції некрозу та 
апоптозу, саме тому було обрано цю робочу модель. 
Поширеним методологічним підходом дослідження 
клітин при окисному стресі є вплив на культуру клітин 
екзогенних активних форм кисню (АФК). В нашому 
експерименті в ролі такого агенту виступав пероксид 
водню в кінцевій концентрації 0,1мМ [15]. Меланін 
використовували в якості антиоксидантного агента в 
розрахунку 5 мкг цієї речовини на | мл клітинної 
суспензії. Згідно з даними ріних дослідників така 
концентрація виявилась ефективною для пригнічення 
перекисного окиснення ліпідів 1 захисту клітин від 
пошкодження (16,17). Препарат меланіну (комерційна 
назва: поліфенолкарбоксильний комплекс 
Антарктичних чорних дріжджів «МадзотеЦа пота») 
вироблено компанією «Чага» (Україна) з дріжджів 
МадзошеЙа  піста штам Х-1 1 люб'язно надано 
професором Т.В. Береговою. 

Клітинні суспензії піддавали впливу ЕМП 
наднизької частоти, яке створювали за допомогою 
кілець Гельмгольца. Імпульси були прямокутної форми 


та різної полярності. Частота магнітного поля складала 
8 Гц, індукція - 25 мкТл. Частота магнітного поля 
вибрана на основі її екологічної та геофізичної 
значущості (10,18). Вектор індукції магнітного поля 
був паралельним вектору геомагнітного поля. 
Досліджувані зразки поміщали в кільця Гельмгольца. 
Контрольні проби знаходились в умовах фонових 
значень електромагнітного поля наднизьких частот, 
характерних для даної лабораторії (20-65 нТл). Для 
оцінки можливого впливу різниць у рівні фонових 
магнітних полів в місцях розташування дослідних та 
контрольних зразків проводили експерименти з 
псевдовпливом магнітного поля. В цьому випадку 
досліджувані зразки поміщали в кільця Гельмгольца, 
не піддаючи дії магнітного поля. 

Статистичну обробку результатів проводили 
загальноприйнятими методами варіаційної статистики, 
використовуючи і-критерій Стьюдента для оцінки 
достовірності різниць між статистичними вибірками. 


РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


В результаті проведення серії експериментів 
отримано дані щодо кількісної оцінки вмісту живих, 
некротичних та апоптичних клітин у суспензії 
тимоцитів у контролі та після дії досліджуваних 
чинників. Апоптичні клітини було розділено та 
класифіковано за морфологічними ознаками в 
результаті прижиттєвого фарбування клітин 13 
застосуванням двох флуоресцентних барвників 
(рис.1). Така класифікація використовується у 
дослідженнях процесів апоптозу. [11,13,14]. 
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Рис.1. Ядра тимоцитів за даними флуоресцентної 
мікроскопії (флуоресцентні барвники Ноесһѕі-33258, 
пропідіум йодид). а - нормальна клітина; Ъ,с,4 - клітини з 
конденсованим | хроматином; ев — клітини з 
фрагментованим ядром; В - апоптичні тільця; і - 
некротична клітина. 


Дані, наведені на рис.2а, свідчать, що після 
годинної та трьохгодинної експозиції при впливі 
електромагнітного поля частотою 8 Гц кількість 
життєздатних клітин майже не змінюється порівняно з 
контролем. При впливі 0,1 мМ НО, кількість 
життєздатних клітин зменшується на 11,8% (Р<0.05) 
та 23,5% (Р<0.05) відповідно порівняно з контролем, а 
при комбінованому впливі з ЕМП кількість 
життєздатних клітин зменшується відповідно на 
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14,7% та 28 % (Р<0.05) порівняно з контролем. При 
наявності меланіну в суспензії відслідковується його 
протекторна дія, зокрема як антиоксиданту. Так, при 
годинній експозиції меланіну з Н2О› кількість 
життєздатних клітин зростає на 8,1% порівняно з 
впливом лише Н›О»›, а при комбінованому впливі 
меланіну з НО та ЕМП частотою 8 Гц їхня кількість 
зростає на 8,9% порівняно з впливом лише Н2О) та 8 


Гц. Коли експозиція тривала три години, то 
спостерігаються схожі зміни: при впливі меланіну З 
НО» кількість життєздатних клітин зростає на 11% 
порівняно з впливом лише Н.О», а при комбінованому 
впливі меланіну з Н.О. та ЕМП частотою 8 Гц їхня 
кількість зростає на 9,1% порівняно з впливом лише 
Н.О» та 8 Гц. 
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в) апоптичні клітини 
Рис.2. Життєздатність клітин. 
1) контроль; 2) ЕМП, частота 8 Гц; 3) Н,0›; 4) ЕМП, частота 8 Гц+Н›О,; 5) меланін; 6) меланін+ЕМП, частота 8 Гц; 
7) меланін" Н.О»; 8) меланін ЕМП, частота 8 Гц+Н,0О, 


Кількість некротичних клітин суттєво не 
змінюється відносно контролю як при годинній, так 1 
трьохгодинній експозиції тимоцитів при впливі ЕМП 
8 Гц, 0,1 мМ НО», меланіну та при комбінованому 
впливі (рис.26). 

Як видно з даних, наведених на рис. 2в, кількість 
апоптичних клітин при впливі ЕМП 8 Гц як при 
годинній, так і трьохгодинній експозиції майже не 
змінюється порівняно з контролем, тоді як при впливі 
0,1 мМ НО» та комбінованому впливі 0,1 мМ НО й 
ЕМП 8 Гц кількість апоптичних клітин збільшується 
на 10,9% та 14,2% відповідно після годинної 
експозиції порівняно з контролем та на 22,2% 1 26,9% 
відповідно після трьохгодинної експозиції порівняно з 
контролем. Отже, варто звернути увагу на те, що при 


комбінованому впливі апоптичних клітин достовірно 
(Р<0,05) більше, ніж при дії лише пероксиду водню, 
що може вказувати на важливу роль МП ННЧ в 
ініціації каскадів захисних механізмів клітини, а 
також на зміну інших фізіологічних функцій, що 
спричинюються ЕМП 8 Гц саме у відповідь на 
пошкоджуючі фактори. При наявності меланіну у 
суспензії кількість апоптичних клітин значно 
знижується. Так, після годинної експозиції при впливі 
меланіну з НО; кількість апоптичних клітин 
зменшується на 7,8% порівняно з впливом лише Н.О», 
а при комбінованому впливі меланіну з Н.О» та ЕМП 
частотою 8 Гц їхня кількість зменшується на 8,6% 
порівняно з впливом лише Н.О» та поля частотою 
8 Гц. Після трьохгодинної експозиції спостерігаються 
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схожі зміни: при впливі меланіну з НО; кількість 
апоптичних клітин зменшується на 10,6% порівняно з 
впливом лише Н›О›, а при комбінованому впливі 
меланіну з НО та ЕМП частотою 8 Гц їхня кількість 
зменшується на 8,6% порівняно з впливом лише Н.О» 
та 8 Гц. 

Основною морфологічною ознакою апоптозу 
тимоцитів, спричиненого дією Н.О» у відповідній 
концентрації, є збільшення кількості клітин 13 
конденсованим хроматином. А як відомо, конденсація 
хроматину - це проміжний етап апоптозу, який у 
випадку, коли спостерігається значна кількість 
розривів ДНК, супроводжується її фрагментацією та 
появою апоптичних тілець [11]. Таку ж тенденцію ми 
спостерігали 1 в нашому експерименті, коли кількість 
апоптичних клітин збільшується в основному за 
рахунок клітин з конденсованим хроматином 
(рис. За). У зразках, що піддавалися впливу ЕМП 
частотою 8 Гц не спостерігалося суттєвого коливання 
показника апоптичних клітин, тоді як при дії НО; та 
комбінованому впливі НО; й ЕМП чатотою 8 Гц 
кількість апоптичних клітин з конденсованим 
хроматином достовірно збільшується на 6,5% та 
10,5% (р<0,05) відповідно після годинної експозиції 
порівняно з контролем та на 13,9% 1 19,5% (р<0,05) 
відповідно після трьохгодинної експозиції порівняно з 


контролем. При впливі меланіну з НО» кількість 
апоптичних клітин з конденсованим хроматином 
зменшується на 4,7% після годинної експозиції та на 
4,8% після трьохгодинної експозиції порівняно З 
впливом лише Н.О», а при комбінованому впливі 
меланіну з НО та ЕМП частотою 8 Гц їхня кількість 
зменшується на 5,8% після годинної експозиції та на 
3,4% після трьохгодинної експозиції порівняно з 
впливом лише Н-О» та 8 Гц. 

Після годинної та трьохгодинної експозиції 
тимоцитів при дії всіх варіантів досліджуваних 
чинників кількість апоптичних клітин З 
фрагментованим ядром та апоптичними тільцями 
майже не змінюється відносно контролю, за винятком 
трьохгодинної експозиції тимоцитів при впливі НО» 
та комбінованому впливі НО» й ЕМП частотою 8 Гц з 
меланіном та без нього (рис. 36). При впливі НО) та 
комбінованому впливі Н.О; й ЕМП частотою 8 Гц 
кількість клітин з апоптичними тільцями зростає на 
7,5% та 6,4% відповідно, порівняно з контрольними 
зразками. При впливі меланіну з НО» кількість клітин 
з  апоптичними тільцями зменшується на 5% 
порівняно з впливом лише Н.О», а при комбінованому 
впливі меланіну з Н.О. та ЕМП частотою 8 Гц їхня 
кількість зменшується на 4% порівняно з впливом 
лише Н›Орта 8 Гц (рис Зв). 
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в) апоптичні тільця 
Рис.3. Апоптичні клітини у процентах від загальної кількості клітин. 
1) контроль; 2) ЕМП, частота 8 Гц; 3) Н,0›; 4) ЕМП, частота 8 Гц+Н.О,; 5) меланін; 6) меланін ЕМП, частота 8 Гц; 
7) меланін" Н.О»; 8) меланін ЕМП, частота 8 Гц+Н,0О› 
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З отриманих результатів можна зробити висновок, 
що вплив ЕМП частотою 8 Гц в певній мірі активує 
запуск механізмів апоптозу, оскільки після 
трьохгодинної експозиції тимоцитів при 
комбінованому впливі 0,1 мМ Н.О», 1 ЕМП 8 Гц 
кількість апоптичних клітин достовірно збільшується 
на 5% (р<0,05) порівняно з кількістю апоптичних 
клітин після трьохгодинній експозиції тимоцитів при 
впливі тільки 0,1 мМ НьО». Як і передбачалося, 
меланін здійснює антиоксидантний вплив на клітини 
тимоцитів, підвищуючи їхню життєздатність та 
знижуючи кількість ушкоджених клітин. Але, як 
свідчать результати, в умовах впливу 
електромагнітного поля наднизьких частот захисний 
ефект меланіну не проявляється в повній мірі. У 
зв'язку з цим можна припустити, що механізми дії 
електромагнітного поля наднизьких частот можуть 
бути пов'язані не тільки з їх впливом на процеси 
вільнорадикального пошкодження, що гальмуються 
меланіном, як потужним антиоксидантом. Інші 
механізми можуть бути пов'язані з іншими фізико- 
хімічними явищами, наприклад, такими, як зміни 
гідрофільно-гідрофобного балансу [19] 1 розчинності 
речовин в колоїдних системах [20], а також зміни 
спорідненості білків і нуклеїнових кислот до іонів 
Са" і Ме" [21], що у свою чергу може спричиняти 
активацію альтернативних шляхів апоптозу. 


ВИСНОВКИ 


1. При дії перекису водню спостерігається 
збільшення кількості апоптуючих клітин порівняно з 
контролем, а при комбінованому впливі з ЕМП 
частотою 8 Гц цей ефект посилюється. 

2. Збільшення кількості апоптуючих клітин при 
впливі перекису водню та комбінованому впливі з 
8 Гц відбувається в основному за рахунок клітин з 
конденсованим хроматином, що, ймовірно, свідчить 
про посилення активації механізмів ініціації апоптозу 
при впливі ЕМП частотою 8Гц в присутності 
перекису водню. 

3. По відношенню до  перекис-індукованого 
пошкодження  тимоцитів меланін демонструє 
протекторну дію, яка проявляється не в повній мірі в 
умовах впливу електромагнітного поля частотою 8 Гц. 
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ПРОТЕКТОРНОЕ ДЕЙСТВИЕ МЕЛАНИНА НА ПЕРОКСИД-ИНДУЦИРОВАННЫЕ ПОВРЕЖДЕНИЯ И 
ПРОГРАММИРОВАННУЮ ГИБЕЛЬ ТИМОЦИТОВ В УСЛОВИЯХ ВЛИЯНИЯ ЭЛЕКТРОМАГНИТНОГО ПОЛЯ 
ЧАСТОТОЙ 8 Гц 


Собко В.М. , Мартынюк В.С., Гудкова Д.О. 


Методом двойного прижизненного окрашивания клеток с помощью флуоресцентных красителей Ноесі5і-33258 и 
пропидиум йодид исследовали содержание живых, некротических и апоптических тимоцитов крыс, а также их 
морфологические особенности в суспензии после часовой и трехчасовой инкубации с 0,1 мМ пероксидом водорода и при 
воздействии электромагнитного поля частотой 8 Гц, как при наличии меланина так и без него. Установлено, что в условиях 
пероксид-индуцированного повреждения клеток воздействие электромагнитного поля частотой 8 Гц на суспензию 
тимоцитов приводит к увеличению общего количества апоптических клеток в основном за счет клеток с конденсированным 
хроматином, однако при наличии меланина их количество существенно уменьшается. Сделано предположение, что влияние 
МП 8 Гц активирует запуск механизмов апоптоза, а меланин, как мощный антиоксидант, тормозит индукцию апоптических 
процессов. 


Ключевые слова: апоптоз, низкочастотное электромагнитное излучение, меланин, конденсированный хроматин, 
фрагментированное ядро, апоптические тельца, пероксид водорода. 
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Досліджено вплив магнітного поля частотою 8 Гц 25 мкТл (МП НЧ) на абсорбційні спектри метгемоглобіну в області смуги 
Соре в умовах неспецифічного насичення білка бензолом. Показано, що неспецифічне навантаження метгемоглобіну 
бензолом викликає відповідні зміни у просторовій структурі макромолекули, що відбивається у вигляді зсуву спектральної 
смуги Соре у червону ділянку, а додатковий вплив МП ННЧ в таких умовах призводить до виникнення нових 
конформаційних станів, які проявляються на крилах абсорбційної смуги Соре. Зроблено висновок, що помітні 
конформаційні зміни можуть бути індуковані МП ННЧ в основному за умов деформації просторової структури білкової 
молекули, зокрема завдяки її неспецифічному навантаженню неполярними сполуками. 


Ключові слова: магнітне поле наднизької частоти, метгемоглобін, зміни конформації. 


ВСТУП 


На даний час є актуальним питання щодо 
визначення механізмів впливу змінних магнітних 
полів (ЗМП) на організм людини 1 тварин, як одного з 
глобальних екологічних факторів. Це з одного боку 
пов'язано зі швидким зростанням антропогенного 
електромагнітного фону 1 небезпекою «електро- 
магнітного забруднення» середовища, а з іншого, - є 
цікавим вивчення біологічної дії  ЗМП з 
характеристиками, які є близькими до природних 
електромагнітних варіацій [1-3]. Відомо, що 
магнітні поля наднизьких частот (МП ННЧ) 
викликають різноманітні функціональні зміни в 
різних системах організму [4,5]. Результати 
досліджень первинних механізмів впливу МП ННЧ 
на біологічні об'єкти сприяли формуванню цілого 
ряду незалежних гіпотез, які намагаються пояснити 
окремі ефекти впливу МП ННЧ на молекулярному 1 
клітинному рівнях [5-7]. Проте, слід відмітити, що 
молекулярні механізми впливу електромагнітних 
полів на біологічні системи залишаються неясними з 
причин відсутності єдиного об'єктивного 1 науково- 
теоретичного пояснення біологічних ефектів, що 
спостерігаються. 

Згідно сучасних уявлень первинними акцепторами 
впливу даного фізичного фактору є клітинні 1 
молекулярні структури (білки, хроматин, біологічні 
мембрани, мітохондрії та інші). Ці структури 
знаходяться в клітині у постійному контакті з водною 


фазою. Саме роль води в біологічних ефектах ЗМП 
виявляється суттєвою 1 багатогранною [5,8], завдяки 
тому, що природні макромолекули і оточуюча їх вода 
формують єдину систему, яка не може бути 
розділеною на компоненти без руйнування Її суті. 
Загально відомо, що за умов сталих температури 1 
тиску в системі «вода-біополімер» зміна 
термодинамічного хімічного потенціалу води 
неминуче спричиняє зміни хімічного потенціалу 
біополімеру. Це обумовлює залежність поведінки 
макромолекул від дії електромагнітного поля 
опосередковано через водну компоненту системи. 
Внаслідок цього стає можливою зміна гідрофобних 
взаємодій, які відіграють важливу роль в організації 
просторової структури білкових молекул, нуклеїнових 
кислот 1 біологічних мембран, формуванні 
молекулярних асоціатів, що впливає на динамічну 
поведінку 1 функціонування біополімерів. Таким 
чином, можна очікувати що внаслідок МП- 
індукованих змін властивостей водної фази буде 
змінюватися поведінка неполярних речовин, що 
знаходяться в неї і розчиняються за гідрофобним 
механізмом. Одиничні експериментальні дані, 
зокрема з розчинності бензолу в воді і водних 
розчинах білків, переконливо свідчать про можливість 
такого впливу [8]. Це супроводжується певними 
змінами власної флуоресценції білків 1 оптичних 
абсорбційних спектрів [9,10]. Враховуючи ці факти, є 
інтересним з'ясування змін оптичних властивостей 
білків, що мають гідрофобні хромофори небілкової 
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природи, в умовах їх навантаження гідрофобними 
неспецифічними лігандами 1 впливу МП ННЧ. У 
зв'язку з цим метою цією роботи було визначити і 
охарактеризувати зміни у спектрах поглинання 
метгемоглобіну, що викликані неспецифічним 
зв'язуванням бензолу в умовах дії МП частотою 8 Гц. 


МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 


У дослідженні використовували  ліофільний 
препарат метгемоглобіну («ЕкКа», Німеччина). 

Насичення води 1 розчинів білку бензолом 
здійснювали шляхом напластування 3 мл полярної 
фази (вода, білковий розчин) на 1.5 мл неполярної 
(бензол) с подальшою  інкубацією системи при 
кімнатній температурі протягом встановленого часу 
без струшування. 

Спектри поглинання білкових розчинів 
метгемоглобіну реєстрували діапазоні смуги Соре на 
спектрофотометрах СФ-16 1 5рекіготот 195. Точність 
установки довжини хвилі та її відтворюваність для 
вказаних приладів знаходились у межах 0.1-0.2 нм, 


фотометрична відтворюваність - 5:1 0° ОДИНИЦЬ 
оптичної густини. Диференціальні спектри 
отримували шляхом розрахунку за формулою 


АДроу Роз Раз» де Аро) - різниця між оптичними 
густинами насиченого 1 ненасиченого бензолом 
розчинів метгемоглобіну, Оо)› - оптична густина 
насиченого бензолом розчину білка, Био)! - оптична 
густина ненасиченого розчину. 

Розчини метгемоглобіну піддавали впливу МП 
наднизької частоти, яке створювали за допомогою 
кілець Гельмгольца. Імпульси були прямокутної форми 
та різної полярності. Частота магнітного поля складала 
8 Гц, індукція - 25 мкТл. Частота магнітного поля 
вибрана на основі її екологічної та геофізичної 
значущості [1,2]. Вектор індукції створюваного 
магнітного поля був паралельним вектору 
геомагнітного поля. Досліджувані зразки поміщували в 
кільця Гельмгольца. Контрольні проби знаходились в 
умовах фонових значень електромагнітного поля 
наднизьких частот, характерних для даної лабораторії 
(20-65 нТл). Для оцінки можливого впливу різниць у 
рівні фонових магнітних полів в місцях розташування 
дослідних та контрольних зразків проводили 
експерименти з уявною дією магнітного поля. В цьому 
випадку досліджувані зразки поміщали в кільця 
Гельмгольца, не піддаючи дії магнітного поля. 

Статистичну обробку результатів проводили 
загальноприйнятими методами варіаційної статистики, 
використовуючи і-критерій Стьюдента для оцінки 
достовірності різниць між статистичними вибірками. 


РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


бензолом 
складає 


При взаємодії метгемоглобіну з 
спостерігається гіпохромний ефект, який 


19.4% (р<0,05) після 1 1 2 годин інкубації (рис. А, Б), 
8.3% після 4 годин (рис. В) 1 22% після 24 годин 
(р<0,05) (рис. Г). Такі зміни свідчать про збільшення 
впорядкованості системи на рівні міжмолекулярних 
взаємодій, скоріше за все, завдяки утворенню 
асоціатів молекул метгемоглобіну. Водночас з цим 
чітко спостерігається невеликий «червоний» зсув в 
середньому на 1-3 нм в залежності від експозиції 
(рис., табл. 1). Такий зсув є очікуваним і є наслідком 
неспецифічного зв'язування неполярних молекул 
бензолу гідрофобними порожнинами метгемоглобіну, 
в тому числі і гідрофобними і прилеглими до них 
ділянками, в яких розташовано гем. З часом 
насичення білка бензолом зростає, що призводить до 
поступового зростання значень Аах. Таке явище є 
характерним для насичення гем-вміщуючих білків 
неполярними сполуками [11]. 

Аналіз впливу МП ННЧ на абсорбційні спектри 
метгемоглобіну показав відсутність достовірних змін 
максимуму смуги Соре 1 оптичної густини на 
максимумі поглинання, але, як виявилось, найбільші 
зміни відбувались на крилах спектру поглинання 
гему. Про це свідчать результати оцінки основних 
параметрів диференціальних спектрів, що наведені в 
таблиці 2. Слід відмітити, що згідно отриманим 
даним, саме крила спектру є найбільш чутливими до 
різних впливів, в тому числі неконтрольованих 
факторів, зокрема таких, як електромагнітний фон в 
лабораторії. Отримані дані свідчать, що різниця в 
фоновому електромагнітному оточенні в лабораторії 
для контрольних зразків і тих, що піддавали 
фіктивному впливу, була окремим фактором, що 
призводила до протилежних змін, порівняно з тими, 
що спричиняла дія МП ННЧ частотою 8 Гц 25 мкТл 
(табл. 2). На нашу думку цей факт значно підвищує 
достовірність впливу МП ННЧ на спектри поглинання 
метгемоглобіну, які демонструють особливості 
структурної організації молекули цього білку. 
Зокрема, в диференційних спектрах з часом експозиції 
МП ННЧ маємо сталу тенденцію до збільшення 
значення Дах» Тоді як в умовах фіктивної дії 
спостерігали зменшення цього показника. Подібна 
тенденція була характерною 1 для показника А пах М 
ші» а ДЛЯ Аа такий ефект спостерігався тільки для 
одногодинної експозиції Параметр Ю,-Ррыһ У 
диференціальному спектрі також зазнавав змін під 
впливом МП ННЧ. В умовах дії МП значення цього 
показника достовірно зменшувались протягом 2-х 1 4- 
х годин експозиції. Встановлені зміни свідчать про те, 
що вплив МП 8 Гц 25 мкТл призводить до деформації 
спектру на крилах смуги Соре шляхом зсуву 
відповідних бокових ділянок спектру в червону 
область. Але є цікавим той факт, що цей зсув не 
торкається центрального положення смуги Аах. 


ВПЛИВ МАГНІТНОГО ПОЛЯ НАДНИЗЬКОЇ ЧАСТОТИ НА АБСОРБЦІЙНІ СПЕКТРИ МЕТГЕМОГЛОБІНУ 
В УМОВАХ ЙОГО НЕСПЕЦІФІЧНОГО НАВАНТАЖЕННЯ БЕНЗОЛОМ 
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Рис. Абсорбційні (1, 2, 3) 1 диференційні (4, 5) спектри 0.02% контрольних розчинів метгемоглобіну, 1 тих, що взаємодіють з 
бензолом під впливом МП частотою 8 Гц індукцією 25 мкТл протягом 1 (А), 2 (Б), 4 (В) 1 24 (Г) годин. Наведені спектри 


отримано шляхом усереднення окремих спектральних ліній, що зареєстровані у 15 повторних експериментах. 


1 - контрольний спектр інтактного білка; 
2 - білок, що взаємодіє з бензолом; 
3 - білок, що взаємодіє з бензолом під впливом МП; 
4 - диференційний спектр білку, що взаємодіє з бензолом; 
5 - диференційний спектр білку, що взаємодіє з бензолом під впливом МП. 


Таблиця 1. 


Основні параметри спектрів поглинання метгемоглобіну, що взаємодіє з бензолом при уявній дії ЗМП в 
області смуги Соре 350-450 нм 


Взаємодія з 
Час . : Я 
з Контрольні | Фіктивна Взаємодія з бензолом при 
експозиції | Параметр : й Рон 
зразки дія поля бензолом фіктивній дії 
(години) 
поля 
1 4044403 | 4042-02 405,6-0,6 405 440,4 
хо ни | 404202 | 404,0500 | 4052403. 405,6+0,4" 
404,4+0,4 | 404,0+0,0 405,80,4` 405,4+0,3 
24 404,4+0,3 | 404,0+0,0 407,0+0,6 406,5+0,3` 
1 1,207+0,020 1,1970,020 1,077+0,058 1,0900,051 
1,208+0,022 | 1,150+0,051 1,116+0,033 1,118+0,038 
Дах» 0.0.2 
1,239+0,017 | 1,218+0,085 1,105+0,025 1,107+0,036 
24 1,280+0,062 | 1,258+0,086 1,110+0,112 1,054+0,054 


Примітки: *- достовірні різниці відносно контрольних зразків (р<0,05). 
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Таблиця 2. 


Основні характеристики диференційних спектрів поглинання метгемоглобіну, що взаємодіє з бензолом 
під впливом МП на ділянці смуги Соре 350-450 нм 


Час А Вплив Зміна відносно Зміна відносно 
3 Контрольн! ң : ; ; РИ 
експозиції Параметр зразки магнітного Фіктивна ДІЯ о фіктивної ДИ 
(години) полем зразків (%) (%) 
1 422,3+1,8 420,2+1,6 419,4+1,4 -0,4 -0,1 
2 Аа НМ 421,5+1,5 423,0+17 421,9+1,4 +0,3 -0,3 
4 419,9+1,3 422,0+1,2 419,1+1,3 +0,5 -0,7 
24 422,1+0,9 424,0+1,0°° 417,9+1,0° -1,0 1,4 
1 398,1+0,8 400,2+1,3 394,0-1,6 * +0,5 +1,5 
2 Р 399,4+1,0 397,33 394,5+1,7 -0,5 +0,7 
4 3993+1,6 399,83 397,4+1,0 +01 +0,6 
24 397,912 398,53 398,911 +0,3 +01 
1 24,2+1,8 20,0-=1,8 “ 25,4+1,7 -17,0 -21,0 
2 ЕЕ 22,1+1,5 25,7+1,7 27,4-=2,3" +16,3 -6,0 
4 20,6+1,7 22,2+1,9* 21,7+1,7 +77 +23 
24 23,2+1,6 31,5+1,9““* 22,1+0,9 47 -29,8 
1 0,344-0,032 | 0,344+0,042 0,338=0,051 0,0 -1,8 
2 0,283=0,023 | 0,275-0,028" | 0,365+0,029 -2,8 -24,7 
4 О дах Їм» 0.0.2. | 0,341=0,020 | 0,278=0,037”" | 0,382=0,025 -18,5 221,2 
24 0,461+0,026 | 0,474-0,038 0,430-0,036 -6,7 -9,2 


Примітки: *- достовірні різниці відносно контрольних зразків (р<0,05); ** - достовірні різниці відносно фіктивного впливу (р<0,05). 


Виникає закономірне питання про причину 
виявлених змін. Згідно з даними Ізмайлової В.Н. [11] 
насичення білків вуглеводнями відбувається повільно 
і виходить на плато приблизно через 12-24 години. Як 
видно з таблиці | в нашому випадку це відбивається 
на значенні максимуму смуги Соре, яке зростає 
протягом часу інкубації. Такі зміни, як свідчать дані 
літератури [12], є характерними для гем-вмпцуючих 
білків. Згідно з попередніми даними [8] насичення 
гідрофобних порожнин білку бензолом посилюється в 
умовах дії ЗМП. Але це посилення, як показують 
результати цього дослідження, у метгемоглобіні не 
позначається на значенні максимуму смуги Соре, але 
в цілому призводить до невеликого червоного зсуву 
спектру. Якщо вважати, що спектральні зміни, яки 
зареєстровані, певним чином відбивають 
конформаційні зміни в молекулі метгемоглобіну, то 
можна зробити висновки про те, що насичення цього 
білку бензолом викликає відповідні зміни у його 
просторовій структурі, а додатковий вплив МП ННЧ в 
таких умовах призводить до виникнення нових 
конформаційних станів, які проявляються на крилах 
абсорбційної смуги Соре. Цей факт певним чином 
підтверджує раніше знайдені ефекти селективної дії 
МП ННЧ на конформаційні стани сироваткового 
альбуміну [13]. Водночас з цим знаходить 
підтвердження ідея про те, що у звичайних умовах за 
відсутності конформаційних напружень в молекулах 
білків ефекти впливу МП практично не 
спостерігаються, але можуть бути індуковані цим 
фізичним фактором в умовах деформації просторової 
структури, зокрема завдяки неспецифічному 
навантаженню неполярними сполуками. Саме цей 
механізм може бути пусковим моментом МП- 


залежної активації системи білків теплового шоку в 
клітинах, що спостерігали різні дослідницькі групи 
[14,15], 1 в певній мірі може пояснити залежність 
відповіді клітини на вплив МП від її структурного 1 
функціонального стану [16]. 


ВИСНОВКИ 


1. Насичення метгемоглобіну бензолом викликає 
відповідні зміни у його просторовій структурі, що 
відбивається у вигляді зсуву спектральної смуги Соре 
у червону ділянку, а додатковий вплив МП ННЧ в 
таких умовах призводить до виникнення нових 
конформаційних станів, які проявляються на крилах 
абсорбційної смуги Соре. 

2. Помітні конформаційні зміни можуть бути 
індуковані МП ННЧ в основному в умовах деформації 
просторової структури білкової молекули, зокрема 
завдяки її неспецифічному навантаженню 
неполярними сполуками. 
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ВЛИЯНИЕ МАГИНТНОГО ПОЛЯ КРАЙНЕ НИЗКОЙ ЧАСТОТЫ НА АБСОРБЦИОННЫЕ СПЕКТРЫ 
МЕТГЕМОГЛОБИНА В УСЛОВИЯХ ЕГО НЕСПЕЦИФИЧЕСКОЙ НАГРУЗКИ БЕНЗОЛОМ 


Цейслер Ю.В. , Мартынюк В.С. 


Исследовано влияние магнитного поля (МП) частотой 8 Гц 25 мкТл на абсорбционные спектры метгемоглобина в области 
полосы Соре в условиях неспецифического насыщения данного белка бензолом. Показано, что нагрузка метгемоглобина 
бензолом вызывает соответствующие изменения в пространственной структуре макромолекулы, что отражается в виде 
сдвига спектральной полосы Соре в красную область, а дополнительное влияние МП в таких условиях приводит к 
возникновению новых конформационной состояний, которые проявляются на крыльях абсорбционной полосы Соре. 
Сделан вывод о том, что заметные конформационные изменения могут быть индуцированы действием МП в основном при 
деформации пространственной структуры белковой молекулы, в частности вызванной ее неспецифической нагрузкой 
неполярными соединениями. 


Ключевые слова: магнитное поле сверхнизкой частоты, метгемоглобин, конформационные изменения. 


ТМЕГОЕМСЕ ОЕ ЕХТВЕМЕГУ ГОУ ЕКЕООЕМСҮ МАСМЕТІС КІКІ) ОМ АВЅОКРТІОМ ЅРЕСТКЕЅ ОЕ 
МЕТСЕМОСТОВІХ ЅАТОКАТЕр МОМ5РЕСПАСАТЛУ ВУ ВЕХ/ЕХЕ 


Твеузіуег Хи.У. , МагіупушкК У.$. 
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Визначено вміст металотіонеїнів в травній залозі молюсків Гутпаеа 5іа?паїйїіз І. з 24 різних водойм України. З'ясовано, що 
концентрація металотіонеїнів коливалася у межах 0,07-1,90 мкг/г. Виявлено статистично значимий зв'язок між концентрацією 
Са та Си у тканинах молюсків та вмістом металотіонеїнів. При концентрації Сӣ в межах 0,13-0,71 мг/кг вміст металотіонеїнів є 
стабільним 1 в середньому становить 0,18+0,03 мкг/г. Підвищення концентрації Са до 0,71-1,75 мг/кг викликає різке зростання 


вмісту металотіонеїнів до 0,95-1,90 мкг/г. 


Ключові слова: металотіонеїни, важкі метали, забруднення, водні екосистеми. 


ВСТУП 


Металотіонеїни (МТ) - група термостабільних 
цитоплазматичних білків, які описані для різних 
систематичних груп організмів - дріжджів, тварин, 
водоростей та рослин. Вони характеризуються 
аномально високим вмістом сірки, близько 30% якої 
припадає на цистеїн, та повною відсутністю 
ароматичних амінокислот. Ці білки здатні зв'язувати т 
уіфуд та іп уйго значну кількість 410 металів у двох 
доменних кластерах за допомогою тіолових зв'язків 
цистеїну. Ефективність зв'язку з цистеїновими групами 
збільшується в ряду металів 2п<Сі<Сои<Ае<Не [1]. 
Причому у тварин виявлено різні ізоформи, які 
відрізняються за своєю спорідненістю до різних 
металів [2]. 

Тривалий час основна функція МТ в клітині 
залишалася невідомою. Вважали, що МТ виконують 
антиоксидантну функцію, є стресовими білками (у 
відповідь на підвищену температуру, голодування, 
інфекцію), здійснюють депонування цистеїну [3]. 
Значний інтерес до дослідження МТ з'явився після 
відкриття явища стимуляції синтезу цих білків у 
відповідь на вплив токсичних доз широкого кола 
важких металів [4]. Встановлено, що рівень вмісту МТ 
є пропорційним концентрації деяких металів у 
навколишньому середовищі. Завдяки цьому рівень МТ 
висувають на роль неспецифічного маркера 
забруднення середовища важкими металами [1, 3]. 

Найбільш інтенсивне зростання концентрації МТ 
реєстрували за дії іонів Са [5]. Проте, пізніше було 
виявлено подібний вплив підвищених концентрацій 
інших металів, особливо виражений для Си, Гл та Не 
[3]. Встановлено, що іони Са викликають активацію 
синтезу МТ в клітині. Вважають, що основним 


чинником індукції експресії генів, які кодують МТ, є 
підвищення концентрації вільних іонів /п в клітині як 
результат їх витіснення 3 молекули МТ іншими 
важкими металами, зокрема Са [1]. 

У природних умовах в МТ молюсків домінують 
асоціації Гл та Си [2]. Вплив підвищених концентрацій 
Са призводить до заміщення у молекулі МТ атомів 4п 
та Си на Са. Проте, незважаючи на дію навіть 
сублетальних концентрацій Са, в молекулах МТ 
безхребетних тварин (молюсків, ракоподібних) завжди 
залишається зв'язаною деяка частка атомів Си [1]. За 
дії іонів Нє та Ар відбувається повне заміщення інших 
атомів металу. Так Іони Ах витісняють з молекули МТ 
атоми Си, /п, Са з практичним виходом 96%, що 
використовують для кількісного визначення МТ [3]. 

Гідробіонти акумулюють в своїх тканинах 
надзвичайно висок! концентрації важких металів. 
Причому рівні накопичення металів в їх організмі 
відображують не тільки концентрацію забруднювачів у 
довкіллі, а й їх біологічну доступність для живих 
організмів, яка лежить в основі токсичності. Молюски 
характеризуються вираженою акумуляційною 
здатністю, яка перевищує показники, характерні для 
інших гідробіонтів. Рівні акумуляції важких металів в 
молюсках можна використовувати для виявлення 
забруднення водних екосистем [6]. Проте, для 
отримання кількісної оцінки ступеню забруднення 
необхідно встановити чіткі критерії, які визначатимуть 
граничну величину концентрації металу, перевищення 
якої буде свідчити про наявність забруднення. Такому 
критерію відповідають фонові концентрації важких 
металів у гідробіонтах, розра-ховані на підставі аналізу 
хімічного складу тканин молюсків з відносно 
незабруднених водойм [7]. 
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МЕТАЛОТІОНЕЇНИ МОЛЮСКІВ ЯК БІОХІМІЧНІ ІНДИКАТОРИ ПОЛІМЕТАЛІЧНОГО ЗАБРУДНЕННЯ 


Граничні фонові рівні вмісту важких металів 
повинні відповідати межі переходу організму від 
норми до стану патології. Перевищення вмісту важких 
металів в організмі буде свідчити про наявність 
забруднення середовища лише за умов прояву 
специфічних фізіологічних реакцій. Відомо, що зміни 
хімічного складу тканин молюсків можуть відображати 
процеси, безпосередньо не пов'язані з наявністю 
забруднення [8]. Тому, в якості фізіолого-біохімічного 
маркера забруднення середовища важкими металами в 
представлені роботі було обрано рівень вмісту МТ в 
організмі ставковика звичайного Гутпаеа ѕіаспаііѕ І. 
Зазначений вид черевоногих молюсків є традиційним 
об'єктом біологічного моніторингу прісноводних 
екосистем [5, 6, 16]. 


МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 


Для дослідження було обрано 24 водойми з 13 
областей України, які розташовані в різних фізико- 
географічних зонах. З кожної водойми відбирали по 10 
особин /.ѕіаепаіѕ стандартного розміру: висотою 
черепашки 42,1+2,2 мм, масою 3,8+1,1 г. Живих 
молюсків доставляли до лабораторії протягом 2-х діб у 
вологих бавовняних мішечках, які зберігали при 
температурі 5-8°С. Для визначення вмісту важких 
металів використовували 6 екземплярів, м'які тканини 
яких відокремлювали від черепашки та зберігали при - 
15°С. У 4-х особин відокремлювали травну залозу 
(гепатопанкреас) та використовували для визначення 
вмісту МТ. З обраних водойм одночасно відбирали по 
2 л води (у двох повторностях) та два зразки верхнього 
5 см шару донних відкладів з місця мешкання 
молюсків. 

Для визначення важких металів тканини молюсків 
висушували до постійної маси при 950С та розчиняли у 
56% перегнаній НМОз (хч) при додаванні кількох 
крапель 35% Н.О, (хч). Проби води концентрували 
шляхом випарювання 1 л до 10 мл з додаванням 1 мл 
НМО: (хч). Для визначення вмісту важких металів у 
донних відкладах використовували кислоторозчинну 
фракцію, яку екстрагували 5М розчином НМО: (хч). 

Важкі метали визначали за допомогою 
полум'яного атомно-адсорбційного спектрофотометру 
С115-МІ з  дейтерієвим коректором фону та 
комп'ютерно-аналітичним комплексом КАС-11. 

Вміст МТ визначали методом заміщення сріблом за 
[9] у модифікації [10]. Метод грунтується на заміщенні 
атомів металів, хелатованих у молекулі МТ, на атоми 
Ає. Зразок тканини гепатопанкреасу молюска масою 
400 мг гомогенізували у 0,4 мл тріс-НСІ буферу (0,1 М, 
рН 8,5). Гомогенат нагрівали на водяній бані протягом 
3-х хвилин, охолоджували та центрифугували в 
атмосфері азоту при 50 С протягом 20 хв. при 8000 р. 
До 0,2 мл супернатанту додавали 0,2 мл розчину 20 
мг/л Аз (у вигляді АЄМОз) у трс-НС буфері та 
інкубували при 20°С протягом 10 хв. Після цього 
вносили 0,1 мл 2% розчину бичачого гемоглобіну для 
зв'язування надлишку іонів Ар, нагрівали на водяній 
бані протягом 3-х хвилин, охолоджували та 


центрифугували 5 хв. при 4000 є для осадження 
денатурованого гемоглобіну. Розчин гемоглобіну 
вносили тричі. В кінці супернатант центрифугували 
протягом 30 хв. при 8000 є. До розчину додавали 0,5 
мл 56% перегнаної НМОз (хч), вимірювали кінцевий 
об'єм та визначали концентрацію Ах за допомогою 
атомно-адсорб-ційного спектрофотометру. Вміст Аз у 
супернатанті відповідав кількості зв'язаного металу 
молекулами МТ. Для калібрування використовували 
розчин МТ з нирок коня (Зієта СВепісаї, ОЗА). 
Концентрацію МТ виражали у мкг/г маси сирої 
тканини. 

Середні показники концентрації виражали як 
середнє арифметичне з наведенням діапазону довірчого 


інтервалу (Х +15 у )- Для характеристики сили зв'язку 


між досліджуваними параметрами використовували 
коефіцієнт кореляції Пірсона (г). Мінливість 
показників виражали через коефіцієнт варіації (Су) 


[11]. 
РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


Вміст МТ у травній залозі /.ѕіарпаііѕ коливався в 
межах від 0,07+0,01 мкг/г (Дніпропетровська обл., 
Апостоловський р-н) до 1,90+0,08 мкг/г (Івано- 
Франківська обл., Коломиївський р-н) (табл. 1). 
Молюски з п'яти водойм характеризувалися достовірно 
високим вмістом МТ, який знаходився в межах 0,95- 
1,90 мкг/г. Три такі водойми були розташовані на 
заході України (Івано-Франківська та Тернопільська 
обл.), одна в Миколаївській обл. та одна - на 
Київщині. В інших 19-ти районах концентрація МТ в 
ставковиках була значно меншою (р<0,05) 1 
знаходилася у діапазоні 0,07-0,35 мкг/г. Таким чином, 
відмінності між мінімальним та максимальним 
показником вмісту МТ становили понад 28 разів, а 
коефіцієнт варіації (Су) досягав 126%. Причому 
найбільші внутрішньовибіркові коливання 
концентрації МТ були характерні для молюсків з 
найвищім вмістом даних білків. 

Серед важких металів найбільші коливання вмісту 
у м'яких тканинах були характерні для СЧ, 
концентрацію якого реєстрували в межах 0,13-1,75 
мг/кг, Су - 126%. Найменша мінливість була властива 
для концентрації /п, вміст якого знаходився у межах 
51-89 мг/кг, Су – 13%. Значні розбіжності вмісту різних 
металів пов'язані зі здатністю молюсків регулювати 
обмін таких ессенціальних металів як /п та Си. У той 
же час ці гідробіонти не можуть активно впливати на 
процеси накопичення/виведення неессенціальних 
елементів, таких як СА [12]. Проте порівняння вмісту 
важких металів з хімічним складом їх середовища 
мешкання показало, що вміст 7л у тканинах молюсків 
залежав від концентрації цього металу у водному 
середовищі (7, = 0,65, р<0,05). Тобто, в такому випадку 
І.ѕіарпаііѕ поводить себе як безбар'єрний організм по 
відношенню до /п. Концентрація інших металів в 
м'яких тканинах не залежала від хімічного складу води 
та донних відкладів. 
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Таблиця 1 


Вміст металотіонеїнів та важких металів у тканинах Г. 5їарпаїїз з різних водойм України 


(Х 5 по 4-6) 


Геотраф Концентрація Концентрація металів, мг/кг 
№ координати Область МТ 
№ Е? мкг/г са 7л Си 

1 49,7294 28,67448 | Вінницька 0,11-0,01 0,13+0,01 69-12 7+2 

2 47,73112 33,87932 | Дніпропетровська 0,07-0,01 0,14+0,01 66+8 17+5 

3 48,18721 347007 | Дніпропетровська 0,12-0,01 0,26+0,02 78+19 15+3 
4 48,35441 | 33,86517 | Дніпропетровська 0,13+0,01 0,71+0,02 8121 12+4 

5 48,75369 33,98318 | Дніпропетровська 0,22+0,03 0,50+0,01 77-18 1112 
6 | 48,92187 | 3491597 | Дніпропетровська 0,17+0,02 0,20+0,02 89+21 8+3 

7 48,15055 23,03286 | Закарпатська 0,24+0,05 0,58-0,02 81+28 45+15 
8 48,67764 25,06404 | Івано-Франківська 1,90+0,56 1,32+0,08 78+30 52122 
9 48,97735 23,98433 | Івано-Франківська 1,60-0,23 1,75+0,12 71+14 40+12 
10 50,26908 30,92493 | Київська 1,52-0,02 0,87-0,02 68+13 1333 
11 | 47,82605 | 3215762 | Кіровоградська 0,22-0,03 0,53+0,01 7355 1734 
12 47,91493 33,21199 | Кіровоградська 0,12+0,01 0,47+0,01 65-22 2136 
13 | 48,33448 | 33,25915 | Кіровоградська 0,25+0,01 0,44+0,02 68-18 1293 
14 48,77752 32,70738 | Кіровоградська 0,17+0,01 0,21+0,01 64414 10-11 
15 49,49505 23,1253 Львівська 0,11-0,01 0,36+0,02 62+17 10+ 

16 49,80989 23,18403 | Львівська 0,35+0,02 0,69+0,03 78+25 2112 
17 47,7044 32,36983 | Миколаївська 1,52-0,55 1,12-0,05 80-31 23411 
18 50,19291 25,39627 | Рівненська 0,17+0,01 0,21+0,01 81-24 2418 
19 51,57819 3342053 | Сумська 0,21+0,01 0,26+0,01 64-19 16-3 
20 49,45502 25,21202 | Тернопільська 0,95+0,14 0,71+0,01 85+20 26+ 
21 49,97166 26,40611 | Хмельницька 0,27+0,01 0,33+0,01 56-12 1545 
22 49,03884 32,66387 | Черкаська 0,18+0,01 0,22-0,02 72-19 10-3 
23 49,80293 31,53182 | Черкаська 0,16+0,01 0,36+0,02 64+24 7+1 
24 51,16767 32,00815 | Чернігівська 0,09-0,01 0,29-0,03 51+17 8+3 

Коефіцієнт варіації (Су), % 126 76 13 65 
Порівняння вмісту МТ у травній залозі та рівнів важких металів. Наприклад, індукцію синтезу МТ 


накопичення важких металів у м'яких тканинах 
І.ѕіагпаііѕ виявило тісний зв'язок з концентрацією СА, 
Гр = 0,88 (рис. 1). Слід враховувати, що травна залоза 
черевоногих молюсків виступає основним депо Са в 
організмі [13]. Тому вміст МТ у гепатопанкреасі є 
найвищім у порівнянні з іншими тканинами |2, 14]. 
Проте виявлена залежність між вмістом МТ та Са не є 
лінійною. Кількість МТ в травній залозі практично не 
змінюється при підвищенні концентрації Са в тілі 
молюсків до 0,71 мг/кг, після досягнення якої вміст МТ 
різко зростає. Також значною виявилася залежність 
між рівнем МТ та вмістом Си у тканинах молюсків, г» = 
0,62 (р<0,05). Проте, особини з високим вмістом зазна- 
ченого металу одночасно характеризувалися як підви- 
щеним вмістом МТ, так і такими рівнями, які були 
характерні для ставковиків з низькою концентрацією 
Си. Вміст Гл явного впливу на вміст МТ не здійснював. 
Оскільки зв'язок між концентрацією Са та Си у 
тканинах ставковиків та їх присутністю у навколиш- 
ньому середовищі був відсутнім, хімічний склад води 
та донних відкладів впливу на рівні МТ в травній залозі 
молюсків не мав. 

Більшість досліджень особливостей динаміки 
вмісту МТ в молюсках проведено у лабораторних 
умовах, часто за дії надзвичайно високих концентрацій 


молюсками Г.ѕіаепаііѕ та М. еаиіїз. спостерігали за дії 
іонів Са при концентрації 10 мг/л [5, 15]. У той же час, 
вплив концентрації Са 0,01 мкг/л, яка відповідає 
природним умовам, не викликала суттєвих змін вмісту 
МТ в молюсках [5]. У досліджених нами водоймах 
концентрація Са у воді не виходила за межі діапазону 
0,01-0,78 мкг/л. Вміст кислоторозчинного Са у донних 
відкладах більшості досліджених водойм не досягав 
аналітичної чутливості методу (40,01 мг/кг). Лише у 
ставі м.Долина (Івано-Франківська обл.) концентрація 
металу досягала рівня 0,29+0,3 мг/кг. У цьому місці 
було виявлено молюсків з найвищим вмістом Са 
(1,75+0,12мкг/т). Таким чином, безпосереднього впли- 
ву хімічного складу компонентів навколишнього 
середовища на індукцію синтезу МТ виявлено не було. 
Основним фактором, який визначав вміст МТ у гепато- 
панкреасі, виявилася концентрація Са, та частково Си. 
Граничні фонов! рівні, перевищення яких в 
тканинах молюсків /.ѕіаопаііѕ свідчить про наявність 
забруднення, становлять для Са - 0,9 мк/кг; Хп - 91,0 
мг/кг; Си - 22,5 мг/кг [16]. Виявлені рівні накопичення 
Са ставковиками показали перевищення фонової 
концентрації лише в трьох водоймах (двох з Івано- 
Франківської обл. та одного з Миколаївської обл.). 
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Рис. 1. Залежність вмісту металотіонеїнів у гепатопанкреасі Г.5іаспа/їѕ від концентрації важких металів. 


Підвищена концентрація Си була характерна для 
молюсків з 6 водойм Західної України (Закарпатська, 
Івано-Франківська, Тернопільська та Хмельницька 
обл.) та Миколаївської обл. Причому часто молюски з 
підвищеним вмістом Са також характеризувалися 
підвищеним вмістом Си. Вміст /п в молюсках з 
жодної дослідженої водойми не перевищував 
фонового рівня. 

Порівняння з літературними даними показало, що 
виявлені величини вмісту МТ у тканинах ставковиків 
відповідають характерним рівням, встановленим для 
інших молюсків. Так, у лабораторних умовах за дії 
розчинів важких металів в тканинах молюсків Муй /иѕ 
ейиііѕ реєстрували підвищення вмісту МТ від 0,08 
мкг/г до 1,3 мкг/г [15]. У прісноводних молюсків 
Аподопіа етапӣіѕ з природних забруднених водойм 


Квебеку концентрація МТ складала 0,14-0,36 мкг/г 
[3]. Фоновий рівень МТ в молюсках М. еашіїз з 
незабруднених районів становить 0,05 мкг/г [15]. 
Виявлений зв'язок між концентрацією Са у 
тканинах молюсків та вмістом МТ свідчить про 


індукцію синтезу МТ в умовах підвищеного 
накопичення металу. Проте інтенсивний процес 
синтезу МТ у  кгепатопанкреасі ставковиків 


спостерігається лише при перевищенні порогового 
рівня цього металу, який відповідає 0,71 мг/кг. 
Молюски, вміст Са в яких перевищував фоновий 
рівень (0,90 мг/кг), характеризувалися надзвичайно 
високим вмістом МТ. Також у п'яти з шести 
зареєстрованих випадків перевищення фонового рівня 
накопичення Си, було відмічено підвищений вміст 
МТ. Можна припустити, що таке підвищення вмісту 
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МЕТАЛЛОТИОНЕИНЫ МОЛЛЮСКОВ КАК БИОХИМИЧЕСКИЕ ИНДИКАТОРЫ ПОЛИМЕТАЛИЧЕСКОГО 
ЗАГРЯЗНЕНИЯ 


Лукашев Д.В. 


Определено содержание металлотионеинов в п`ищеварительной железе моллюсков Гутпаеа ѕќарпа!іѕ Г. из 24 различных 
водоемов Украины. Выяснено, что концентрация этих белков колеблется в пределах 0,07-1,90 мкг/г. Показана 
статистически значимая связь между концентрацией Са и Си в тканях моллюсков и содержанием металлотионеинов. При 
концентрации Са в пределах 0,13-0,71 мкг/кг содержание металлотионеинов является стабильным и в среднем составляет 
0,18+0,03 мкг/г. Повышение концентрации СА до 0,71-1,75 мг/кг приводит к резкому росту содержания металлотионеинов 
до 0,95-1,90 мкг/г. 


Ключевые слова: металлотионеины, тяжелые металлы, загрязнение, водные экосистемы. 


ТНЕ МЕТАІ1.ОТІОМЕІМЅ ОЕ МОІІ.05К5 А$ А ВОСНЕМТСАТ, ІХРІСАТОВ ОЕ РОГУМЕТАТІ ІС РОГОТОМ 
Гокаѕһоу р.У. 


Тһе сопѓепіѕ ої теѓаПоіопеїпѕ ш йібеѕіуе рЈапа ої тоПиѕкѕ Гутпаеа ѕќарпаііѕ Г. от 24-0 діНегепі ууаїег геѕегуоіг уеге 
аећпеа. Тһе сопсепігайоп ої Безе ргоѓеіпѕ уагіед уіп 0,07-1,90 тке/е. Тһе ѕќайѕісаПу ѕірпіћйсапі геіайоп5бір Беѓуееп 
сопсепігайоп Са апа Си іп 8паї! їѕ50џеѕ апа сопіепіѕ ої теѓаПоіопеіпѕ Уаз 5ромп. Аї сопсепігайопѕ Са мір 0,13-0,71 мкг/ко5 
шеаПойопеш сопќепіѕ 15 5їабіе апа аї е ауегаре Ғогтпѕ 0,18+0,03 ткКр/о. шсгеазше ої Са сопсепігайоп ргіог ёо 0,71-1,75 
019/К оз бгіпеѕ абоші зБагр отоуіпо об ће теѓаПошопеїр сопіепіз (о 0,95-1,90 тке/о 


Кеу жога: теѓаПошопе1пѕ, Беауу плеё[5, епуїгоптепіа! роПийоп, уаѓег есоѕуѕѓерлѕ. 
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Досліджено вплив на інфекційність іридовіруса комара (МІУ) Аедез Пауебсеп5 органічних розчинників, температури, рН, 
ультрафіолетового та електромагнітного випромінювання. Встановлено, що МІУ чутливий до хлороформу, але стійкий до 
дії ефіру. Інфекційність МІУ знижується при рН 3.0 1 11.0 та під дією ультрафіолетового випромінювання, а при температурі 


60 "С протягом 30 хв іридовірус комара інактивується. Електромагнітне випромінювання та температура 45 "С 


на інфекційність вірусу. 


не впливали 


Ключові слова: іридовірус комара, фізичні та хімчні фактори, інфекційний титр. 


ВСУП 


Іридовіруси кровосисних комарів широко 
розповсюдженні в природних водоймах України 1 є 
регуляторами чисельності цих комах. Це великі, ДНК- 
вмісні, ікосаедричі, цитоплазматичні віруси, що 
уражують комарів родів 4Аейеѕ, Сшех, Сигега. 
Діаметр віріонів становить 180-200 нм. На відміну від 
інших іридовірусів, Моздийо ігідезсепі утих (МІУ) 
характеризується високою видовою специфічністю та 
політропністю по відношенню до тканин господаря 
[1]. 

Для розуміння сутності процесів взаємодії вірусів 
з клітиною та розробки практичних засобів по 
боротьбі з вірусними інфекціями велике значення 
мають дослідження впливу фізико-хімічних факторів 
на віруси іп уйго. Вплив деяких фізичних та хімічних 
факторів на іридовіруси було вивчено на моделях 
вірусів з родів Гиііоуїми5, Гутрпосузіїмігиз, Капауігиѕ 
та Мееаосуйлгиз[2-5]. Іридовіруси комарів, що 
належать до роду С//огіғіЛоуігиѕ, в цьому плані 
вивчені недостатньо. 

Для практичного використання вірусів з метою 
регулювання чисельності кровосисних комарів 
необхідні дані про стійкість цих вірусів до факторів 
довкілля. Вивчення фізико-хімічних властивостей 
іридовіруса комара Аейеѕ Йауеѕсепѕ дасть змогу 
оцінити потенціал його розповсюдження між різними 
видами і типами хазяїв. Відповіді на питання 
наскільки швидко вірус втрачає свою інфекційність в 
довкіллі та чи є він термолабільним необхідні для 
встановлення таксономічного положення іридовірусу 
комара в родині /7: оуігійае. Тому метою даної роботи 
було дослідити вплив на іридовірус комара 


органічних розчинників, температури, рН, 
ультрафіолетового та електромагнітного 
випромінювання. 

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 

МІУ. В роботі використовували 1іридовірус 


комара Аейеѕ Пауезсепу виділений нами в Київській 
області. МІУ культивували в личинках великої 
вощиної молі Са//егіа теПопеПа. Личинки інфікували 
вірусовмісним матеріалом та інкубували при 
температурі 20-22 °С. Через 14 днів з личинок 
виділяли МІУ. 

Очистка МІУ. Для виділення та очистки вірусу з 
інфікованих личинок великої вощиної молі готували 
гомогенат. Низькошвидкісне центрифугування 
гомогенату проводили при 5000 об/хв протягом 5 хв 
на центрифузі К-24. Надосадову рідину нашаровували 
на 30% розчин сахарози (5 мл сахарози ХЧ, на 0,05 М 
трис-НСІ буфері рН 7,2) 1 цетрифугували при 20000 
об/хв протягом 40 хв на ультрацентрифузі ВесКтап 
Г.5-50В в роторі 5№-40. Характерний блакитний осад 
свідчив про наявність віріонів МІУ. Осад 
ресуспендували у мінімальній кількості 0,05 М трис- 
НСІ буфера (рН-7,2) 1 освітляли на центрифузі К-24 
при 5000 об/хв протягом 5 хв. Очистку іридовірусу 
комара проводили в градієнт щільності сахарози (10 – 
50 %) на ультрацентрифузі Весктап 15-50В в роторі 
5№Ү-40 при 20000 об/хв протягом 40 хв. Інфекційний 
титр іридовіруса комара в культурі личинок Са//еғгіа 
теПопейа визначали за | загальноприйнятими 
методами [6]. Інфекційний титр МІУ в личинках 
СаПегіа теЙопейа становив 2х10° Шу мл". 
Концентрацію білку в вірусовмісному препараті 
визначали за мікрометодом Лоурі на 
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спектрофотометрі ЛЕМУУАУХ 6305 [7]. Концентрація 
білку становила 1,7 мг/мл. 


Електронна мікроскопія. Електронно- 
мікроскопічні дослідження очищеної вірусної 
суспензії проводили на сітках з коллодієвими 


плівками-підкладками. Вірус контрастували 2 %-им 
розчином уранілацетату та вивчали на електронному 
мікроскопі ЕМ-125. 

Хімічні фактори. Для дослідження впливу 
органічних розчинників та рН на інфекційність 
іридовіруса комара використовували хлороформ, 
ефір, цитратний буфер 0,1М рН=3,0 та МаОН 0,1м 
рН=11,0. Суміш вірусної суспензії та відповідного 
реагента ретельно перемішували та інкубували 
протягом 1 год при температурі 25 СУ випадку з 
хлороформом вірусну суспензію після інкубації 
центрифугували 20 хв при 3000 об/хв на центрифузі 
К-24, а для інокуляції використовували верхню водну 
фазу. Ефір відкачували вакуумним насосом. 

УФ. Для дослідження УФ-випромінення на 
інфекційність МІУ в стерильні чашки Петрі вносили 
по 5 мл вірусної суспензії та витримували під 
джерелом  УФ-випромінення на відстані 10 см 
протягом 30 хв. 

Клектромагнітне опромінення. Опромінювали 
іридоїврус комара Аейеѕ /Їауєзсеп5 у в скляних 
флакончиках, що містили 100 мл вірусовмісної 
суспензії. Як джерело мікрохвильового 
випромінювання була використана стандартна 
побутова мікрохвильова піч, яка працює на 


магнетроні з частотою генерації у = 2450 МГц, що 
відповідає діапазону частот деяких антропогенних 
джерел (довжина хвилі випромінювання А = 12 см). 
Час опромінення становив 10, 14 та 17 секунд при 
потужності 750 Вт. Температуру вірусної суспензії 
опромінення. 


вимірювали до та після При 


опроміненні протягом 10 с температура піднялася до 
39"С, при 14 с- до 42,7" С, а при 17 с - до 47,6°С. Дозу 
поглиненої радіації О визначали за формулою В = с 
(2-1), де с - 4,2 Дж/г"?С - питома теплоємність води, 
а 1-1 - різниця кінцевої та початкової температур 
(тобто, після та до опромінення). Таким чином, дози 
становили 50,6 Дж/г при опроміненні протягом 10 с, 
69 Дж/г при 14 с та 92 Дж/г при 17 с. 

Температура. Для дослідження впливу 
температури на інфекційність іридовіруса комара 
вірусовмісну суспензію прогрівали при температурі 
45 С та 60 С протягом 30 хв. 

З кожного зразка дослідного та контрольного 
матеріалу робили 10-кратні розведення в стерильній 
дистильованій воді. Перед інфікуванням в інокулят 
додавали антибіотики пеніцилін (100 од/мл) та 
стрептоміцин (100 мкг/мл) 1 витримували 2 год при 
температурі 27 че. Матеріалом з кожного розведення 
інфівікували личинки великої вощиної молі. Інфіковані 
личинки інкубували в стерильних чашках Петрі при 
кімнатній температурі. Через 14 днів визначали 
наявність вірусу в кожній личинці методом блакитних 
осадів. Інфекційний титр іридовіруса комара визначали 
за загальноприйнятими методами [6]. 


РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


Як показали результати електронно- 
мікроскопічних досліджень  віріони  іридовіруса 
комара Аейез Пауезсетх мають зовнішню ліпідну 
оболонку та внутрішню ліпідну мембрану. Між 
ліпідними оболонками локалізується білковий капсид. 
Віріони мають гексагональну форму, їх діаметр 
складає 200 = 5 нм. На рис. 1 представлено 
електронно-мікроскопічні дослідження іридовіруса 
комара Аеаєз јЇауеѕсепѕ. 


Рисі. Гридовіруса комара Ае4ез Пауезсеп5: 1 - зовнішня ліпідна оболонка, 2 - білковий капсид, 3 - внутрішня ліпідна 


мембрана, 4 - нуклеопротеїд (х20000). 


Інфекційність віріонів МПГУ Аейеѕ  Лауезсеп5 
знижувалась при збільшені температури. Так при 
температурі 30 чо протягом 4 год інфекційний титр 
вірусу не змінювався порівняно з контролем. При 


температурі 45 що протягом 30 хв інфекційність МІМ 
Аедеѕ Лауеѕсепѕ знижувалась всього на 0,75 16 Шу, а 
експозиція вірусу при температурі 60 С фактично 
його  інактивувала (табл.1). Деякі представники 
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родини Ігідоуігідає є термолабільними вірусами, до 
того ж вони довгий час зберігається у воді, що 
можливо обумовлено складною ультраструктурою їх 
оболонки. Температурна інактивація всіх іридовірусів 
відбувається впродовж 30-60 хв при температурі 55- 
60 "С [8]. Отримані нами дані узгоджуються з 
літературними. 

УФ та електромагнітне випромінення по різному 
впливали на інфекційний титр іридовірусу комара. 
Так, УФ-опромінення знижувало інфекційний титр 
майже вдвічі, тоді як електромагнітні коливання при 
досліджуваній потужності не впливали на 
інфекційність МПУ (табл.1). Відомо, що мішенню для 
УФ є ДНК вірусу, яка під дією випромінення 
незворотньо денатурує. Мікрохвильова радіація на 


біологічні | об'єкти має сукупний ефект - 
температурний та радіаційний. Температурний ефект 
полягає в локальних перегрівах або різкому збільшені 
температури за короткий проміжок часу, що може 
призводити до порушення життєвоважливих функцій. 
Було показано [9], що смертність піддослідних 
організмів зростає зі збільшенням поглинутої дози 


опромінення. Оскільки віруси - це облігатні 
внутрішньоклітинні паразити субмікроскопічного 
розміру, а поглинута доза опромінення 


характеризувалась збільшенням температури, яка не 
перевищувала температуру інактивації вірусу, нами 
було показано що електромагнітні коливання при 
досліджуваній потужності не впливали на 
інфекційність вірусу (табл. 1). 

Таблиця 1. 


Вплив температури, ультрафіолетового та електромагнітного опромінення на інфекційність 
іридовіруса комара Ае4де5 /Тауеѕсепѕ. 


Фактор впливу Час експозиції Доза та температура Інфекційний титр, 
12 Шу 

УФ 30 хв 3,36 
Електромагнітне 10с 50,6 Дж/г, 39 °С 6,83 
опромінення 14 с 69,0 Дж/г, 42,7 °С 6,83 
17 с 92,0 Дж/г, 47,6 °С 6,63 

Температура 4 год 30 °С 7,0 
30 хв 45 °С 6,25 

30 хв 60°С 1,38 

Контроль 7,0 


Таблиця 2. 


Вплив органічних розчинників та рН на інфекційність іридовіруса комара Аейеѕ јауеѕсепѕ. 


Фактор впливу Концентрація Час експозиції та Інфекційний титр, 
температура Іс 105, 
Хлороформ 50% 1 год, 25 °С 4,14 
Ефір 50% 1 год, 25 °С 7,0 
МаОН, рн 11,0 0,1 М 1 год, 25 °С 3,0 
Цитратний буфер, рН 3,0 0,1 М 1 год, 25 °С 1,48 
Контроль 1 год, 25 оС 7,0 


На відміну від іридовірусів хребетних, які є 
чутливими до дії ефіру, іридовірус комара Аейез 
Лауезсеп5 виявився стійким до дії цього розчинника. 
Інфекційний титр іридовіруса комара Аеаез јЇауеѕсепѕ 
становив 107 Од мл". Стійкість іридовірусів комах до 
дії ефіру можна пояснити складною будовою 
оболонки віріонів. Так, внутрішня ліпідна мембрана, 
що відповідає за стабільність вірусів у водному 
середовищі знаходиться під білковим капсидом та 
зовнішньою ліпідною оболонкою. Стійкість 
іридовірусів комах до ефіру також може бути 
обумовлена високим (27%) вмістом 
фосфатидилінозитола, який є кислим фосфоліпідом 1 
ефіром повністю не екстрагується. 

При обробці вірусної суспензії хлороформом 
інфекційний титр іридовуруса комара 4Аейеѕ /Їауеѕсепѕ 
порівняно з контролем знижувався на 3 порядки 1 
становив 2х10*'“ Шу мл". 

Представники родини Пяаоуйлаае 
характеризуються різнем ступенем чутливості до 
органічних розчинників. Якщо більшість іридовірусів 


чутливі до хлороформу, то наприклад Зейсез!и5 
іғідеѕсепі уіғиѕ (ПУ-2) стійкий як до ефіру, так 1 до 
хлороформу [10]. 

Спільним для всіх іридовірусів є їх чутливість до 
кислого та лужного середовища. Так інфекційність 
іридовіруса комара Аеае5 /Їауеѕсепѕ різко знижувалась 
при рН 3,0 та 11,0. Результати впливуу хімічні 
речовин, їх концентарацій та тривалість експозиції 
представлено в таблиці 2. 

В даний час в багатьох вірусологічних 
лабораторіях світу проводиться вивчення фізико- 
хімічних властивостей  іридовірусів та аналіз 
послідовностей їх ДНК. Дані про фізико-хімічні 
характеристики іридовіруса комара Аедех /ауезсеп5 
можуть знадобитися при вивчення ролі компонентів 
вірусної оболонки в процесі взаємодії з клітиною та 
можливо обтрунтують різну ступінь чутливості 
іридовірусів хребетних та безхребетних до фізико- 
хімічних факторів довкілля. 
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ВЛИЯНИЕ ФИЗИЧЕСКИХ И ХИМИЧЕСКИХ ФАКТОРОВ НА ИРИДОВИРУС КОМАРА АЕРЕЗ ЕГАУЕЅСЕ№Ѕ 
Рудь Ю.П. 


Исследовано влияние на инфекционность иридовируса комара (МІУ) Аейеѕ Пауеѕсепѕ органических растворителей, 
температуры, рН, ультрафиолетового и электромагнитного излучения. Показано, что МІУ чувствительный к хлороформу, 
но стойкий к действию эфира. Инфекционность МІУ снижается при рН 3.0 и 11.0 и под действием ультрафиолетового 
излучения, а при температуре 60 "С на протяжении 30 мин иридовирус комара инактивируеться. Электромагнитное 
излучение и температура 45 "С не влияли на инфекционность вируса. 


Ключевые слова: иридовирус комара, физические и химические фактори, инфекционній титр. 


ЕЕЕЕСТ ОЕ РНҮЅІСАІ, АХО СНЕМТСАГ ЕАСТОКЅ ОМ МОЗОЧТТО 1ВШЕЗСЕМТ УІКОЅ АЕРрЕЗ5 КІАУЕ5СЕМ5 
Вид У.Р. 


Тһе ѕепѕійуіќу ої Моѕдшќо 1ігійеѕсепі уігиѕ (МІУ) Ае4ез Пауеѕсепѕ (о ограпіс 50Іуепі5, рН, Веаё ітеайтепі, ОМ апа 
еІесіготарпебс гаФайоп уаѕ аѕѕауеа Бу шесйоп ої осии їпіо Іагуае ої Саегіа теПопеПа. МІУ маз ѕепѕійуе ёо србіогоїогта 
бш пої ѕепѕійуе ќо ейег. Зеп5ійуїу уаѕ деїесіва ҒПоуіпр ігеайтепі Бу рН 3.0 апа 11.0 апа ОМ гайіайоп. Міга! аснуйу \аз 
гейисей Бу ћеайпо ќо 60 "С бог 30 тіп. Мо ѕепѕііуібу має йеѓесіей їо еІесіготарпеќіс гайіаќіоп апі Беаїіпя ќо 45 "С бог 30 тіп. 


Кеу мог: Мозаийо іпіаоуігиѕ, рћуѕіса! апа среплиса! асбогз, уіта! асіїуїу. 
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У роботі описано підходи до побудови системи «розпізнавання» в складних об'єктах, що мають багато елементів. Окрім 
того, пропонується алгоритм побудови складної структури на основі інформації про її кожен елемент зокрема. 


Ключові слова: елемент, система, оператор, трансформація, алгоритм, модель, вхідні та вихідні сигнали, параметри, вектор, 
матриця, функція відклику, кореляція, ідентифікація, градієнт, структура. 


ВСТУП 


У складних системах, які утворені з певного 
набору елементів, існує закономірність взаємодії між 
ними, направленість в реалізації цих взаємодій, тобто 
в зміні структури і функції в часі, причому, це веде до 
реалізації якоїсь кінцевої мети, що можна назвати 
цільовою функцією. 


ПОСТАНОВКА ЗАДАЧІ 


Відомо, що будь-яку систему можна розглядати як 
таку, де існують вхідні та вихідні параметри [1], які, 
очевидно, трансформуються один в інший, залежно 
від того, які властивості має елемент (Е), 


Х(І ГА 
(г) | Е У 
1 система 
ГА 
хі (1) у (1) 
із 51 ә 
‘хт (0) :Ут() 
Тобто завданням при цьому є визначення 


оператора (О), елемента Е чи системи 5, який 
перетворює вхідні сигнали (параметри) х; у вихідні уг. 
Співвідношення, які описують знайдений оператор, 
будуть моделлю цього елементу чи системи. 

Іншими словами, знаходження оператора (0) 
зводиться до побудови алгоритму А, по якому 
повинна відбуватись трансформація вхідних величин 
у вихідні. 

Якщо слідувати Ланге [2], то можна виділити 
загальні властивості елементів системи, що будуть 


характерними 1 для біологічних об'єктів. Тоді 
можливі такі випадки: 

1. Середовище впливає на елемент Е, викликаючи 
в ньому стани строго визначеного виду. Окремі види 
таких станів будуть вхідними сигналами елементу Е. 

2. Елемент Е впливає на середовище, приймаючи 
деякий стан. Окремі види таких станів будуть 
вихідними сигналами елементу Е. 

3. Елемент Е має, у крайньому випадку, один вхід 
та один вихід. 

4. Стан вхідних сигналів визначає стан вихідних. 

Все це, очевидно, переноситься і на систему. До 
уваги не приймаються «виключно активні» 1 
«виключно пасивні» елементи, оскільки біологічні 
системи відносяться до відкритих. 

Входом 1 виходом елемента Е покладемо у 
відповідність значення хі, Хо, Хз...хХи Та у, у», Уз...Ув» 
що у векторній формі можна виразити як: 


Ен) й 


у= (у, У-У) 


Відношення між станом входів і виходів, або 
спосіб «роботи» елемента Е, можна виразити як 


трансформацію О (перетворення) вектора Х у вектор 


Символічно цю трансформацію можна записати у 
ВИГЛЯДІ: 


у=о(х) 0) 


Оскільки біологічні системи вивчають за 
допомогою збурюючих впливів на певні елементи, їх 
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ансамбль 1 т.д., згідно (2) може проходити певна зміна 


Ду; -тої складової вектора У , відповідно зміні Лх;-тої 
складової вектора Х. 
Тоді доля часткового ефекту буде виглядати як: 


а 
Ах; 
при всіх Ах! Дх 2. Ах іл, Ах, Ах ін, Ах п, ДУ, Ау2., Лу 
іл, Луі. Дунь,... Дуа. 

Можливі інші комбінації, де на якусь зміну Ах; 
відбувається «відгук», не тільки відповідного 
параметра Лу;, а цілого сімейства Ду! Лу 2..), Такий 
випадок буде розглядатись окремо. 

У нашому випадку, коефіцієнти часткового 
ефекту (О;) дають результуючу матрицю розміром 
тхт, яка має вигляд: 


О; = (3) 


О= 051,05... т (4) 


Матриця (4) є матрицею трансформації, стосовно 
біологічних понять, кожен механізм або їх система 
мають свій ефект перетворення чи трансформації, або 


свій оператор О. 
За допомогою матриц! (4) правило перетворення 


вектора Л Ху вектор АУ можна виразити у вигляді 


системи рівнянь: 


Лу=О НО Дн Оп 


Ду, = ОДА ОА +0 д, 
Дуп" Оу ДАО А+ ОА, 


або рівнянням 


(5) 


Ду = О(Ах) (6) 
У випадку Ах; —> тіп та Лу -» тіп рівняння 


(5) 1 (6) є диференціальними. У загальному випадку 
розв'язок цих рівнянь буде мати вигляд: 


ле 1,2. хи) 


Ут=Лт (жо т ) 


Систему (7) можна записати як у ей. х. Функщя 


(7) є інтегральним випадком перетворення вектора Х 


у вектор У. 
Наступним кроком для опису взаємодії між 
елементами можна ввести поняття матриці структури 


системи, тобто такий підхід можна використати при 
феноменологічному описі системи та для суто 
теоретичних досліджень. 

Насправді можна застосувати інший спосіб, для 
аналізу систем, де відомо число елементів, їхні вхідні 
та вихідні характеристики (функції), але невідома 
структура, хоча вона є причиною генерації 
узагальненої (цвілевої) функції. 

Використовуючи поняття інтеграції метаболічних 
систем [5, 6, 7], можна виходити з таких позицій. 

Нехай маємо складну метаболічну систему $, яка 


генерує цілеву функцію УЕ ) ; 

Відомо, що більшість внутрішньоклітинних 
процесів проходить у коливному режимі 1 має 
нелінійний характер, як 1 окремі взаємодії між 
окремими осциляторами [3, 4, 8, 9]. Тому можна 
представити наступні випадки взаємодій між 
окремими елементами, які мають відповідні цілеві 
функції 


т — т 
У = Пх®, або у(0) = У х;(0) (8) 
і=1 а: 
1=1 
де х (8) - функції відклику елементів Б). 
Або при змішаних ефектах 


= Пх0+У х0 9) 


Візьмемо до розгляду лінійний випадок, тобто той 
випадок, коли елементи можуть генерувати довільну 
функцію (лінійну, нелінійну), але випадок взаємодії 
між входом елементу Е; 1 його виходом буде лінійним, 
тобто оператор взаємодії буде сумування. 

Тоді метаболічну систему 5, яка складається 13 т 
елементів Е;, зв'язаних між собою таким чином, що 
вихід елементу Е; є входом елементу Ені, 1 яка володіє 


функцією відклику У( ) ‚ можна зобразити 1 записати 


ЯК: 


Е; Хі (г) У Ен х1+100) у 


(10) 


7 


т 
хи), КОЈЕ Ух) 
ізі Е; 

Слід пам'ятати, що для елемента Е; функція х.(8) є 
функцією відклику, а х:({) для Ен! є вхідною. 

Для здійснення операції (10) можна використати 
один 13 методів розкладання функцій в ряд, 
враховуючи конкретний випадок. У результаті 
розв'язку рівняння (10) отримуємо т функцій х;(®, які 
описують стан кожного з елементів Е;. Для 
«розпізнавання» структури 5 можна використати 
будь-який із ідентифікаційних методів, тобто 
побудувати систему ідентифікації за певними 
критеріями рангування, знаходячи відповідність 
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елементам Е; конкретні метаболічні ланки, процеси 1 
т.д. 

Зокрема, використовуючи функцію взаємної 
кореляції, що дає можливість розрахувати усі попарні 
взаємодії між усією сукупністю функцій, 


1 Т-т 
Вих, (2) = на Го уху(жтуаї ар 
0 


де хі, х; - функції відклику кожного елемента або 
вхідні, відповідно, наступного. 

Враховуючи всі можливі комбінації розрахунку 
попарних взаємодій і використовуючи 
співвідношення (11), застосувавши порівняння 
розрахованих функцій за градієнтом зростання чи 
спадання (у протилежному напрямку), отримаємо: 


2 
Си Куху (т) = | втааКу х, (т;), 


12 
2 (12) 
п 
де К. х} (т) - значення взаємно кореляційної 
функції, ох), х(#+т) – часові характеристики 


елементів Е», які входять у систему 5, С, - комбінація 
з п елементів по два. 

Виходячи із співвідношення (11), можна 
побудувати кореляційний профіль, отриманий при 


розрахунках хх (л) ВСІХ МОЖЛИВИХ комбінацій 


характеристик 
Використовуючи 


Е, які входять у систему 5. 
значення кореляційних функцій 


Ку; 07 (т;) при фіксованому часовому значенні (Т і) 


можна відповідно отримати ряд співвідношень типу 
(12), а це не що інше як структура у певний момент 
часу. Звідси випливає цілий ряд особливостей таких 
структур, в залежності від того, які значення приймає 


функція о хі(т) В даний момент часу. Аналітично 
СУ 
такі структури можна описати матрицями стану, де 
К тах > Ах (тутах > .. > 
хіх у (тр) хіх у; (т) тах» 
К тахұ. Компонентами матриці служать 
хх у (т г) к. триц у 


значення Ку; х} (т;) тах: у порядку зростання т 


(рядок). Кожен стовбець містить значення 
кореляційних функцій, які відповідають 
співвідношенню (12) в момент часу Т ; (для першого 
стовбця - Т 1, для другого Т 2ідляК-го — Т). 

Кух; (ту) тах „Куху (т2) тах] с Куху (тк) тах 
ара; (ті) зло (т) но (тр) тах, (13) 


іх} т а 
Вх хі (тј) тах; Кух з (з тах хіх (тр ) тах і 


Відповідно, кожен стовбець матриці (13) є 
структурою у відповідний момент часу (Тк), а це не 
що інше, як структури, що міняються в часі, що 
характерно для біологічних систем. 


ВИСНОВКИ 


Аналізуючи матриці виду (13) можна знайти 
суттєві «поведінкові» аспекти, які характерні для 
складних систем, в тому числі для біологічних, 
наприклад, якщо матриця (13) у процесі розрахунків 
отримала вигляд матриці стовбця (14): 


Кух (ту) тах 


аа ин (14) 


Куху (11) тах р 
Це означає, що структура (14) не змінюється в 
часі 1 представлена тільки однією композицією 


елементів, тобто усі Ах х.(т.) тах; відповідають 
; У ХіХ і (ті) ко З 

одному фіксованому значенню Ту. 
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НЕКОТОРЫЕ АСПЕКТЫ ФОРМАЛИЗАЦИИ И «РАСПОЗНАВАНИЯ» БИОЛОГИЧЕСКИХ СИСТЕМ 
Санагурский Д.И. 
В работе описаны подходы к построению системы «распознавания» в сложных объектах, которые имеют много элементов. 


Кроме того, предлагается алгоритм построения сложной структуры на основе информации о каждом ее элементе в 
частности. 


Ключевые слова: элемент, система, оператор, трансформация, алгоритм, модель, входящие и исходящие сигналы, 
параметры, вектор, матрица, функция отзыва, корреляция, идентификация, градиент, структура. 


ЗОМЕ АРЕСТУ ОЕ ЕОВМАШМЯАЛТТОМ АМО «ВЕСОСМИТОМ» ВІОГОСІСАЇ., 5УЗТЕМ5 
Запагиг$Ку О.Г. 


Соше 15 іп-ргосеѕѕ езсте4 пеаг Ше сопѕігисіоп ої ће ѕуѕѓет «тесорпііоп» іп дісі обіесіє \/ШсЬ һауе тапу ејетепіѕ. 
Ехсері бог Һа, ће аїсогіїпт ої соп5ігисіїоп ої і Ёћсик ѕігисіше 15 оНеге4 оп ће баѕіѕ ої іпѓогтабйоп абош 15 еуегу еІетепі іп 
рагісшаг. 


Кеу моказ: еїетепі, ѕуѕіет, орегаќог, ігапѕѓогтайоп, аісогиіћт, тое, епігапсе апа іпіца! ѕірпаѕ, рагатеѓегѕ, уесіог, таќгіх, 
Ғопсбоп ої геуіеу, соггеіайоп, аџћепісабйоп, ргайіепі, 5ігисіите. 
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У роботі запропоновані різні підходи іп уйго до вивчення впливу стрептокінази на тромбоцити. Показано, що введення 
стрептокінази та гепарину спричинює зменшення здатності до АДФ-залежної агрегації тромбоцитів хворих на гострий інфаркт 
міокарда через 1 годину після застосування. Виявлена тенденція до зростання чутливості тромбоцитів до АДФ на 1-у добу 
після припинення введення гепарину. Показано, що стрептокіназа викликає активацію тромбоцитів у плазмі крові кроля, проте 
не активує клітини у плазмі крові без плазміногену. Додавання стрептокінази до плазми крові кроля з підвищеним титром 
антистрептокіназних антитіл спричинює активацію тромбоцитів без участі плазміногену. 


Ключові слова: тромболітична терапія, стрептокіназа, АДФ, тромбоцити. 


ВСТУП 


Тромболітична терапія є єдиною на сьогодні 
можливістю високоефективної допомоги за 
патологічного тромбоутворення. Одним з найбільш 
доступних та розповсюджених нині тромболітичних 
препаратів є стрептокіназа Проте, у меди-чній 
практиці постає питання доцільності проведення 
тромболітичної терапії, оскільки існує значний ризик 
виникнення геморрагічних ускладнень у пацієнтів, які 
проходять лікування. Основною функцією стрепто- 
кнази є утворення активного плазміну, який 
розщеплює фібриновий згусток [1, 2]. Стрептокіназа є 
імуногенним білком, її поява в кровотоці спричинює 
утворення специфічних антистрептокіназних антитіл. 
У зв'язку з поширеністю стрептококових інфекцій у 
загальній популяції антитіла до стрептокінази виявля- 
ються у крові більшості людей. Після введення цього 
тромболітичного агенту рівень антитіл зростає, досяга- 
ючи піку на 2-ий тиждень і може залишатися підвище- 
ним протягом наступних 4-х років. Ці антитіла можуть 
спричинювати алергічні реакції чи  інактивацію 
стрептокінази, знижуючи ефективність тромболі- 
тичної терапії [3-7]. Тому, вдосконалення системи 
лабораторної діагностики патологій згортання крові 1 
фібринолізу та розробка більш коректних програм 
лікування з передбаченням можливих побічних дій, 
викликаних появою стрептокінази у кровотоці, 
становлять значний науковий інтерес. 


МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 


Для досліджень отримували плазму крові кроля, 
збагачену тромбоцитами. Для цього кров кроля з 
додаванням лимоннокислого натрію (38 г/л) центри- 


фугували 20 хв. при 150 в 1 температурі 20" С. 
Надосадову рідину, яка містила тромбоцити, відбирали 
1 використовували для роботи. Також отримували 
плазму крові кроля, збагачену тромбоцитами, без 
плазміногену. Плазміноген вилучали методом афінної 
хроматографії на лізин-сефарозі. Для синтезу афінного 
сорбента було використано метод імобілізації лігандів 
за допомогою бромціану. Імобілізацію проводили за 
стандартною методикою [8]. 

Активність стрептокінази визначали у плазмі крові 
хворих на гострий інфаркт міокарду через 1 годину та 
через 1 добу після проведення тромболітичної терапії 
стрептокіназою. Залишкову активність препарату 
оцінювали по вивільненню паранітроаніліна з 
хромогенного субстрата 52251, який реєстрували через 
певні проміжки часу. Реакцію проводили при 37° С в 
планшетах для імуноферментного аналізу в 50 мМ 
Трис-НСІ буфері рН 7,4, який містив 130 мМ Мас. 
Концентрація | компонентів реакційної суміші 
становила: плазма крові 25 мкл, плазміноген 10 мкг/мл, 
хромогенний субстрат 0,3 мМ. Кінцевий об'єм проби 
становив 250 мкл. 

Агрегацію тромбоцитів  індукували розчином 
аденозиндифосфату до кінцевої концентрації 2,5 мкМ у 
зразку та досліджували на агрегометрі АР2110 фірми 
»Солар", Білорусь. Реєстрували такі параметри 
агрегаційної кривої як ступінь агрегації (%) -- 
максимальний рівень світлопропускання плазми крові 
після внесення індуктора агрегації. Вміст тромбоцитів 
стандартизували за показаннями приладу, 
концентрація клітин становила 200 тис./мкл проби. 

Амідолітичну активність плазміну вимірювали за 
допомогою хромогенного субстрату 52251 [9]. В 
інкубаційне середовище послідовно вносили 0,05 М 
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трис-НСІ буфер, РН 7,4, з вмістом 0,13 М Масі, 
0,1 мкМ  плазміногена, 0,3 мм 52251, 10 МО/мл 
стрептокінази. Об'єм буферу розраховували таким 
чином, щоб кінцевий об'єм проби становив 250 мкл. 
До контрольної проби замість стрептокінази додавали 
відповідний об'єм буферу. Інкубацію проводили 
протягом 30-60 хвилин при 37 С. Реєстрацію 
поглинання вивільненого пара-нітроаніліну 
проводили в двохвильовому режимі за довжини хвилі 
405 та 492 нм на ридері-спектрофотометрі для 
мікропланшетів Тцецек Миїнзкап МС. 

Активацію та агрегацію тромбоцитів 
досліджували на протоковому цитофлуориметрі 
СООІТЕК® ЕРІСЅ'“ ХІЛУ Біом Суютеег, який 
представляє собою систему для якісного 1 кількісного 
визначення біологічних та фізичних властивостей 
клітин та інших частинок Ці властивості 
вимірюються під час проходження клітин крізь 
промінь лазера. За допомогою приладу можна 
одночасно визначати шість параметрів: пряме 
розсіювання, бокове розсіювання та інтенсивність 
флуоресценції частинок на 4 довжинах хвиль (ЕІ, 
ЕІ2, ЕЗ, ЕА), використовуючи 1 лазер, що 
випромінює на довжині хвилі 488 нм. У ході 
експерименту використовувалися два типи 
світлорозсіювання: бокове та пряме. Пряме 
світлорозсіювання застосовується для оцінки розміру 
клітини та клітинних агрегатів, бокове 
світлорозсіювання характеризує щільність цитоплазми 
тромбоцитів та може бути використане для визначення 
факту активації. На основі порівняння відповідних 
графіків контролю та досліду робиться висновок 
стосовно проведеного експерименту. При активації 
тромбоцитів секретується вміст їхніх гранул та 
змінюється форма клітин. Внаслідок цього 
відбувається зміна форми графіку, характерного для 
інтактних клітин. Крива, що утворюється при агрегації 
тромбоцитів, також значно відрізняється від кривої 
контрольного експерименту. 

Титр антитіл проти стрептокінази у плазмі крові 
кроля визначали методом імуноферментного аналізу 
у модифікації ЕІЅА [10]. 


РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


Раніше нами було встановлено, що введення 
стрептокінази спричинює підвищення рівня інгібітора 
активаторів плазміногену 1 типу (ПАІ-1) у кровотоці 
кролей [11]. 

Відомо, що інгібітор є одним з месенджерів 
дисфункції тромбоцитів. ПАТ-1 синтезується 
ендотеліальними клітинами судин та 
мегакаріоцитами, проте до 90 % загального пулу 
інгібітору виявлено у комплексній формі з 
вітронектином в о-гранулах тромбоцитів. Комплекс 
потрапляє у клітини при їх утворенні з мегакаріоцитів 
[12-14]. 

Встановлено, що підвищена концентрація ПАІ-1 є 
сигналом майбутнього розвитку  атеротромбозу. 


Низьку активність тканинного активатора 
плазміногена та/або підвищення активності його 
інгібітору у багатьох випадках називають причиною 
венозних тромбозів [15, 16). Дані деяких досліджень 
свідчать, що підвищений вміст ПАІ-1 впливає на 
частоту реінфарктів [17, 18]. Також у деяких роботах 
показано підвищення ризику інфаркту міокарда, 
ішемічних інсультів та рестенозів після ангіопластики 
у хворих з високим рівнем ПАЇТ-І у крові [19, 20]. 

Також, застосування стрептокінази як 
тромболітичного агента може призводити до активації 
тромбоцитів, що затримує артеріальну реперфузію та 
сприяє | ранній | реоклюзії. Вважається, що 
стрептокіназа може спричинювати активацію 
тромбоцитів через рецептори поверхні клітин [21, 22]. 
Специфічні рецептори на тромбоцитарній 
плазматичній мембрані мають такі активуючі агенти 
як тромбін, катехоламіни, серотонін, фактор агрегації 
тромбоцитів та АДФ [23]. 

Наведені дані свідчать про важливість визначення 
ПАГ-І як маркеру гострого коронарного синдрому, а 
також про те, що різка зміна в кровотоці рівня 
інгібітору може свідчити про активацію тромбоцитів 
під впливом певного чинника. 

У зв'язку з цим нами було проведено дослідження 
впливу стрептокнази на АДФ-залежну агрегацію 
тромбоцитів хворих на гострий інфаркт міокарда 
(ГІМ). Механізм активації тромбоцитів АДФ 
представляє значний інтерес для фармакології та 
медицини. Активація 1 агрегація тромбоцитів, 
викликані АДФ, відіграють основну роль у розвитку 
та патогенезі артеріальних тромбозів. Активуючий 
вплив агоністу опосередкований гетеротримерними 
ГТФ-зв'язуючими, чи С-білками. Дія АДФ призводить 
до зміни форми тромбоцитів, підвищення активності 
фосфоліпази С та концентрації цитозольного кальцію 
[24, 25]. 

Зразки крові відбирались при надходженні хворих 
на стаціонар (п=20) через І годину, 3 доби, 7 діб та 
через 30 діб після проведення тромболітичної терапії 
стрептокіназою. 

Виявлено, що тромбоцити хворих на ГІМ мають 
значно вищий ступінь агрегації по відношенню до 
АДФ-індукованої агрегації тромбоцитів практично 
здорових донорів. Ступінь агрегації тромбоцитів 
донорів становив 42+3,1 %, у той час як агрегація у 
хворих людей досягала 61+8,2 % (рис. 1.). Одразу 
після застосування стрептокінази та гепарину 
відмічається зменшення здатності до агрегації у 
хворих на гострий інфаркт міокарда. На 3-ю добу 
після застосування лікарських засобів ступінь АДФ- 
індукованої агрегації наближається до норми, проте 
вже на наступну добу після припинення введення 
гепарину повертається до вихідного високого 
показника. На 30 добу після лікування відмічається 
певне зростання ступеню АДФ-індукованої агрегації 
тромбоцитів пацієнтів до 66+10,8 %, у той час як до 
проведення тромболітичної терапії цей показник 
складав 618,2 %. 
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Зменшення здатності до агрегації тромбоцитів у 
відповідь на АДФ вже через І годину після введення 
стрептокінази та гепарину може бути пов'язане з 
порушенням функції тромбоцитів за рахунок дії 
препаратів. З огляду на це, певний інтерес 
представляє дослідження присутності стрептокінази в 
кровотоці після її внутрішньосудинного введення. У 
літературі зустрічаються різні дані стосовно часу 
напівжиття стрептокінази у кровотоці. Так, різними 
авторами вказаний час 15-25 хвилин та 80-90 хвилин 
відповідно [26, 27]. Присутність цього 
тромболітичного агента визначали за його активністю 
в зразках плазми крові у пацієнтів, хворих на ГІМ. 


Отримані дані показали присутність 
стрептокінази у кровотоці через 1 годину після 
проведення  тромболітичної терапії. У хворих 


спостерігались досить значні коливання активності 
стрептокінази - від 2,1 МО/мл до 34 МО/мл. Середня 
активність тромболітичного агента складала 15,9-3,6 
МО/мл. Дані по активності стрептокінази через 1 добу 
після її введення показали повну відсутність 
активності цього білка в плазмах крові хворих на ГІМ. 
Це може свідчити як про виведення тромболітичного 
агента з організму пацієнта, так і про те, що він 
циркулює в кровотоці, але знаходиться в неактивній 
формі (комплекси з різними біомолекулами чи адгезія 


на клітинних поверхнях). 
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Рис. 1. АДФ-залежна агрегація тромбоцитів у плазмі крові 
пацієнтів контрольної групи (А), при надходженні хворих 
на гострий інфаркт міокарда до стаціонару (Б), через 1 
годину (В) та 3 доби (Г) після введення стрептокінази та 
під час гепаринової терапії, 1 через 7 діб (Д) та 30 діб (Б) 
після введення стрептокінази та без лікування гепарином. 
р<0,05 порівняно з контрольною групою. 


Аналіз | наявності залишкової активності 
стрептокінази дозволяє зробити висновок, що зміна 
функції тромбоцитів через 1 годину після проведення 
тромболітичної терапії може бути обумовлена дією не 
тільки плазміну або інших чинників, як! з'явились в 


кровотоці під дією стрептокінази, але 1 самої 
молекули стрептокінази. 

Для проведення подальших досліджень 
отримували плазму кров кроля, збагачену 


тромбоцитами та досліджували вплив стрептокінази 
на активацію клітин Кількість стрептокінази 
розраховували відповідно до схеми лікування людей 


при захворюванні на гострий інфаркт міокарда. 
Загальноприйнятою ефективною дозою стрептокінази 
у сучасній медичній практиці прийнято 1,5 млн од для 
ваги 70 кг. 

Повідомляється, що лікування низькими дозами 
препарату (500 тис. одиниць) є не менш ефективним, 
ніж використання загальноприйнятої дози [28, 29]. З 
огляду на це, було обрано мінімальну дозу 
стрептокінази (200 од/мл), яка може бути використана 
для проведення тромболітичної терапії. 

Як видно з рис. 2, внесення стрептокінази у 
плазму крові кроля, збагачену тромбоцитами, 
викликає помітне зміщення піку графіка “дослід” 
відносно графіка “контроль” по вісі абсцис, що вказує 
на зміну гранулярності тромбоцитів та їх активацію. 


Кількість тромбоцитів певної форми 296 
. Зо 


Бічне світлорозсіювання 


Рис. 2. Гістограма інтенсивності бічного світлорозсіювання, 
що обумовлюється гранулярністю тромбоцитів плазми 
крові кроля в експериментах іп уйго.1 - дослід (інкубація 
стрептокінази 200 МО/мл з плазмою кроля, збагаченою 
тромбоцитами), 2 — контроль (без  стрептокінази). 
Гістограми контролю і досліду «накладені» одна на одну 
для наочності. Наведені дані характерного експерименту. 


Для проведення подальших досліджень плазму 
крові кроля, збагачену тромбоцитами, позбавляли 
плазміногена методом афінної хроматографії на лізин- 
сефарозі. Як видно з рис.3, афінна хроматографія 
повністю вилучає плазміноген з плазми крові 
(розщеплення хромогенного субстрату 52251 не 
відбувається). 

Дана модельна система дозволяє дослідити вплив 
стрептокінази на клітини не опосередкований 
утвореним плазміном. Стрептокіназу додавали у 
кількості 200 МО/ мл проби. Як видно з рис. 4, 
графіки контролю і досліду співпадають, тобто 
внесення стрептокінази до плазми крові, збагаченої 
тромбоцитами за відсутності плазміногену не 
спричинює активацію клітин. 

Відомо, що  стрептокіназа має антигенні 
властивості. Титри антистрептокіназних антитіл 
швидко наростають протягом декількох днів після її 
введення у кровотік 1 через кілька діб досягають піку, 
який може у 1000 разів перевищувати вихідні титри 
антитіл проти стрептокінази [3-7]. 
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Рис. 3. 


Графік 
специфічного для плазміну хромогенного субстрату 52251 
плазмою крові кроля (А) до її хроматографування на [уѕ 
Ѕерһагоѕе НР 1 (Б) після її хроматографування на Гуз 
ЗерВагозе НР. 


зміни адсорбції при розщепленні 


Кількість тромбоцитів повної форми 


в 1824 


Бічне світлорозсіювання 


Рис. 4. Гістограма інтенсивності бічного світлорозсіювання, 
що обумовлюється гранулярністю тромбоцитів у плазмі 
крові кроля без плазміногену в експериментах ш уйго за 
умов дії стрептокінази. Гістограми контролю і досліду 
«накладені» одна на одну для наочності. Наведені дані 
характерного експерименту. 


Для проведення подальших досліджень 
моделювали утворення антитіл проти стрептокінази в 
кровотоці т уѓуо. Для цього кролям вводили препарат 
стрептокінази внутрішньосудинно відповідно до схеми 
лікування людей на гострий інфаркт міокарду у 
перерахунку на вагу тварин (22 тис. од. на один кг 
ваги). Отриману плазму крові, збагачену 
тромбоцитами, позбавляли плазміногену за допомогою 
афінної хроматографії на  лізин-сефарозі за 
стандартною методикою. 

Титр антистрептокіназних антитіл у кровотоці 
кроля визначали на 30 добу після введення 
тромболітичного препарату (рис. 5.) 
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Рис. 5. Титр антистрептокіназних антитіл у плазмі крові 
кроля на 30 добу після введення препарату стрептокінази 
внутрішньовенно. 
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Рис. 6. Гістограма інтенсивності бічного світлорозсіювання, 
що обумовлюються гранулярністю тромбоцитів у плазмі 
крові кроля без плазміногену, яка мала підвищений титр 
антистрептокіназних антитіл в експериментах іп уїйто за 
умов інкубації без (1-контроль) та зі стрептокіназою (2- 
дослід). Гістограми контролю і досліду «накладені» одна на 
одну для наочності. Наведені дан: характерного 
експерименту. 


Як видно з рис. 6., внесення стрептокінази у 
кількості 200 од/мл у плазму крові кроля з 
підвищеним титром антитіл до  стрептокінази 
спричинювало значне зміщення дослідного графіку 
відносно контрольного при бічному 
світлорозсіюванні, що вказує на активацію 
тромбоцитів. 

Таким чином, утворення у плазмі крові комплексу 
стрептокіназа-антитіло викликає активацію 
тромбоцитів навіть за відсутності плазміногену. З 
огляду на результати, отримані при дослідженні 
наслідків тромболітичної терапії у хворих на ГІМ, не 
виключено, що стрептокназа має безпосередній 
вплив на тромбоцити. На цей факт вказує зміна 
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функціонування тромбоцитарної мембрани вже через 
1 годину після проведення тромболітичної терапії. 
Цілком вірогідно, що загальний ефект активації 
клітин іп уѓуо як у кроля, так 1 у людини, складається з 
суми ефектів дії плазміну та безпосередньо самої 
стрептокінази. Плазмін може діяти на клітини через 
такі фактори як утворення тромбіну, продуктів 
деградації фібриногену/фібрину та ін. 

Проведені дослідження дозволяють стверджувати, 
що стрептокіназа має вплив на тромбоцитарну 
мембрану. Можливо, має місце конкурентне 
інгібування зв'язування стрептокінази та АДФ з 
рецепторами на поверхні клітин. Проте, у хворих на 
ГІМ вже на 30 добу після проведення тромболітичної 
терапії спостерігається підвищення чутливості 
тромбоцитів до АДФ, що може вказувати на значні 
порушення у тромбоцитарній мембрані. Повторне 
застосування стрептокінази у якості тромболітичного 
агента може призвести до подальшого розвитку 
порушень у функціонуванні тромбоцитарної 
мембрани та до утворення значної кількості антитіл у 
кровотоці. Як було показано, комплекс стрептокіназа- 
антитіло має активуючий вплив на тромбоцити. З 
огляду на отримані результати, повторне застосування 
стрептокінази як |  тромболітичного агенту є 
небажаним. 


ВИСНОВКИ 


Використання наведених модельних систем дає 
підстави стверджувати, що ведення стрептокінази у 
кровотік викликає активацію тромбоцитів. Можливо, 
що загальний ефект активації клітин складається з 
суми ефектів дії плазміну та безпосередньо самої 
стрептокінази. Показано, що стрептокіназа та гепарин 
мають здатність інгібувати АДФ-залежну агрегацію 
тромбоцитів одразу після введення хворим на ГІМ. 
Проте, ефект інгібування є недовготривалим. На 1-у 
добу після припинення введення гепарину ступінь 
АДФ-індукованої агрегації тромбоцитів повертається 
до вихідного високого показника. На 30 добу після 
лікування відмічається зростання ступеню АДФ- 
індукованої агрегації тромбоцитів пацієнтів до 
66+14,2 %, у той час як до проведення тромболітичної 
терапії цей показник складав 61=10,2 %. Встановлено, 


що комплекс  стрептокіназа-антитіло спричинює 
активацію тромбоцитів навіть за відсутності 
плазміногена. 

Отримані в роботі дані є важливими для 


вдосконалення системи контролю  тромболітичної 
терапії та покращення якості лікування хворих на 
тромбози. 
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РАЗРАБОТКА МОДЕЛЬНЫХ СИСТЕМ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ ВЛИЯНИЯ СТРЕПТОКИНАЗЫ НА 
ТРОМБОЦИТЫ 


Бурлова-Васильева Н. К., Савчук А. Н., Краснобрижая Е. Н., Волков Г. Л. 


В работе предложены разнообразные подходы іп уйто для изучения влияния стрептокиназы на тромбоциты. Показано, что 
введение стрептокиназы и гепарина вызывает уменьшение способности тромбоцитов больных острым инфарктом миокарда 
агрегировать в ответ на АДФ через 1 час после применения. Обнаружена тенденция к возрастанию чувствительности 
тромбоцитов к АДФ на 1-е сутки после прекращения введения гепарина. Показано, что стрептокиназа вызывает активацию 
тромбоцитов в плазме крови кролика, но не активирует клетки в плазме крови без плазминогена. Добавление 
стрептокиназы в плазму крови кролика с повышенным титром антистрептокиназных антител вызывает активацию 
тромбоцитов без участия плазминогена. 


Ключевые слова: тромболитическая терапия, стрептокиназа, АДФ, тромбоциты. 


РЕУЕГОРМЕМТ ОЕ МОРКІ, ЅҮЅТЕМЅ ЕОВ ПМУЕИСАТОМ ОЕ ЅТКЕРТОКІМАЅЕ ТШМЕГОЕМСЕ ОМ 
РГАТЕГЕТ$ 


Вигіоуа-Уазіїеуа М. К., ЗауспиК О. М., Кгаѕпоргухћа Е. М., УоіКоу С. І. 


Іа Фе ргеѕепї зу уагіоц5 іп уйго арргоасһеѕ ог шуезизаноп ої ѕігерёоКіпаѕе іайЙиепсе оп р]а{е]е{5 меге ргорозе4. Е уаѕ 5помтп 
Фа іпігауепоиѕ іпігойисііоп ої ѕігерѓокіпаѕе апа һерагіп саџѕей іпрібійоп ої АДР-дерепдепі авотесаНоп ої ріаїсівіє обіаїпед 
бот асше туосагаіа! іпѓагсіоп райепіќѕ ш 1 Вог айег ігеайтепі. Тепдепсу іоуагаѕ іпсгетегпі ої ріаїеісі ѕепѕійуіу їо АР ууає 
деїегтіпей авег Берагіп ігеайтепі сапсеіайоп. І уаѕ ѕһоууп {Һаї 5ігеріокіпа5е саџѕей ріаїсіеі аспуабоп іп табби Ыооа рІаѕта Би 
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Транскрипційний фактор еукаріот 7ХОС приймає участь у регуляції експресії генів МНСІ, ВОМЕ, СОКМІС та П 5Ка, а 
також контролює транскрипцію гена ЕСК2, зв'язуючись з його промотором. У даному дослідженні встановлено, що 
надекспресія транскрипційного фактора 2ХОС в клітинах промієлоцитів НІ60 призводить до підвищення рівня експресії 
генів С/ЕВРа, СО14, СРІЇЬ та ІВСІ, але фактор 2ХОС не активує промотор гена С/ЕВРа у складі люциферазної 
репортерної плазміди. При надекспресії факторів СЕП, С/ЕВРа, С/ЕВРє та РОЇ у клітинах НІ60 спостерігалась 
транскрипційна репресія гена 2ХРС. Отримані дані свідчать про те, що 2ХРС може брати участь у регуляції диференціації 
гематопоетичних клітин, регулюючи експресію інших факторів диференціації. 


Ключові слова: 2ХОС, С/ЕВРа, СІ14, СЕП, клітини НІ60, регуляція транскрипції. 


ВСТУП 


2ХЮС (гіпо бпоег Х- ПпКед дирПсае4 №тПу 
тетрег С) - фактор транскрипції еукаріот, що 
належить до родини ХО білків. Разом з іншими 
членами 4ХЮ родини, 2ХРА, 2ХІС2, та фактором 
транскрипції СПТо, 4ХЮС утворює комплекс, що 
зв'язується з промотором гена головного комплексу 
гістосумісності  МНСП (тајог  Ызюсотран у 
сотр/ех сіа85 П) та активує його транскрипцію [1-3]. 

Було показано також, що транскрипційний фактор 
2Хрс може брати участь у регуляції експресії деяких 
інших генів. За допомогою  мікроарей аналізу 
встановлено, що надекспресія ХХОС в клітинах 
НЕК293 призводить до підвищення рівня 
транскрипції генів фактора 2 ранніх змін росту ЕСВ2 
(еагІу отом теѕропѕе 2), отриманого з мозку 
нейротропного фактора ВОМЕ (Бгат-4епуеа 
пешгоїторріс Гасіог), інгібітору ІС циклін-залежної 
кінази СОКМ1С (сусіп-аерепаепі Кіпаѕе їарібшог ІС), 
альфа рецептора інтерлейкіну 5 П.5Ва (їпіегівикіп 5 
тесеріог, о) та інших, що беруть участь у регуляції 
клітинного циклу, міжклітинних взаємодій, дозріванні 
і диференціації нервових клітин та клітин імунної 
системи [4]. Надекспресія фактора ХХОС призводила 
до більш сильного підвищення рівня експресії ЕСВ2 у 
клітинах промієлоцитів лінії НІ60 у порівнянні з 
клітинами лінії НЕК293, що свідчить про можливу 
функціональну роль транскрипційного фактора 4ХЮС 
у диференціації клітин мієлоїдного ряду. Також було 
показано, що фактор 7ХОС зв'язується з промотором 
ЕСК2, клонованим у репортерну плазміду, та активує 


його. За допомогою імунопреципітації хроматину 
була виявлена здатність транскрипційного фактора 
2ХРС зв'язуватись іп уго з промотором гена ЕСК2 в 
клітинах НІ60 та брати участь у регуляції Його 
транскрипції [5]. 

Відомо, що ген ЕСВ2 задіяний у диференціації 
клітин імунної системи мієлоїдного ряду і бере участь 
у регуляції диференціації мієлоїдних попередників у 
моноцити [6]. Також встановлено, що за надекспресії 
фактора 2ХОС підвищується рівень експресії гена 
П.5Ва, що бере участь у диференціації еозинофілів 
[7]. Крім того, було виявлено високі рівні експресії 
2ХрсС у гранулоцитах та у стовбурових клітинах 
кісткового мозку. Ці факти свідчать про те, що фактор 
2Хрс може брати участь у транскрипційній регуляції 
гематопоезу та диференціації клітин-попередників. 

Диференціація клітин імунної системи 
контролюється через посередництво деяких факторів 
транскрипції, кожний з яких регулює експресію пулу 
інших регуляторних та структурних генів, що в свою 
чергу опосередковують запуск та виконання 
специфічних для даної клітинної субпопуляції 
програм диференціації [9]. Експресія кожного з цих 
факторів запускається в певний момент часу 1 
підтримується на певному рівні. Рівень їх експресії в 
клітині та взаємодія між ними є ключовими 
чинниками, що визначають майбутнє клітин під час 
диференціації. Деякі фактори є специфічними лише 
для певних субпопуляцій клітин і виконують свою 
функцію лише в певний момент, інші можуть 
працювати на різних етапах розвитку клітин і рівень 
їх експресії може змінюватись у широких межах. 
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Згідно з сучасною моделлю диференціації клітин 
імунної системи, головними факторами, що 
опосередковують диференціацію клітин мієлоїдної 
гілки є РО.1, ССААТ/енхансер зв'язуючі білки 
С/ЕВРа та С/ЕВР& 1 головний фактор гранулопоезу 
СЕП [19]. Відомо, що РО.1 є продуктом гена ЗРІЇ, 
належить до родини ЕТЅ факторів транскрипції та 
експресується в мієлоїдних попередниках і у зрілих 
мієлоїдних клітинах [11]. Визначальна роль цього 
фактора у транскрипційній регуляції диференціації 
мієлоїдних та лімфоїдних клітин опосередковується 
наявністю РО.1-зв'язуючих послідовностей У 
регуляторних ділянках більшості мієлоїд-специфічних 
та частини  лімфоїд-специфічних генів. Рівень 
експресії РО. І зростає під час монопоезу, виходячи на 
високий рівень у диференційованих моноцитах, 1 
спадає при диференціації у напрямку еритроїдної та 
Т-клітинної гілки [12]. У мишей, нокаутних по гена 
РО.1, не розвиваються моноцити та значно 
знижується рівень нейтрофілів. 

Протягом деякого часу вважалось, що РО.1 є 
головним чинником монопоезу, стимулюючи 
диференціацію СМР (загальні мієлоїдні попередники) 
у СМР (попередники гранулоцитів/моноцитів) та 
подальшу диференціацію, але останні дані свідчать, 
що РО.1 також бере участь у регуляції гранулопоезу, а 
також на ранніх етапах диференціації 
мультіпотентних попередників  (МРР) у СМР, 
сприяючи мієлоїдній диференціації 1 пригнічуючи 
лімфоїдну. Так, надекспресія РО.1 у плюрипотентних 
клітинних лініях на низькому рівні призводить до 
гранулопоезу, а надекспресія на високому рівні - до 
монопоезу [13]. Крім того, встановлено, що 
надекспресія РО.1 у В та Т клітинах призводить до їх 
конверсії у макрофаги. 

Аналіз генів, що регулюються через 
посередництво РО.1, показав, що гени ЕСКІ та ЕСВ2 
активуються за допомогою РО.1 1 сприяють 
монопоезу на пізніх стадіях диференціації 
гранулоцитів, що утворюють колонії (СЕО-М) у 
моноцити, в той же час пригнічуючи гени, задіяні в 
гранулопоезі [14]. ЕСК фактори містять цинкові 
пальці, за допомогою яких зв'язуються з промоторами 
цільових генів. Виключення функції гена ЕСК2 у 
мієлоїдних клітинних лініях призводить до індукції 
генів, специфічних для нейтрофілів, таких як СЕП, а 
також було показано, що ЕСК2 здатний до репресії 
промотору СЕП, інгібуючи гранулопоез. 

Таким чином, рівень експресії РО.1 1 його 
взаємодія з іншими факторами є визначальним 
чинником напрямку диференціації мієлоїдних та 
лімфоїдних попередників. 

С/ЕВРа та С/ЕВРе належать до родини 
ССААТ/енхансер зв'язуючих білків, Фактори С/ЕВР 
здатні димеризуватися через посередництво С- 
кінцевих доменів та зв'язуватися з ДНК промоторних 
ділянок цільових генів, регулюючи рівень 1х 
транскрипції. С/ЕВРа, експресуеться на ранніх етапах 
диференціації стовбурових клітин у  мієлоїдних 
попередниках, а під час гранулопоезу рівень його 


експресії суттєво підвищується Недавно було 
показано, що у мишей, нокаутних по гену С/ЕВРа, не 
розвиваються нейтрофіли та еозинофіли 1 що С/ЕВРа 
регулює експресію багатьох генів, задіяних у 
мієлоїдній диференціації, зокрема таких як гени 
рецепторів М- і С-фактора, що стимулює колонії (М- 
СЅЕ 1 С-С5Б), фактора СЕП та генів мієло- 
пероксидази 1 еластази, але останні є специфічними 
для зрілих клітин, нейтрофілів [15]. С/ЕВРа також 
активно задіяний у  гранулопоезі на стадії 
диференціації СМР (16), регулюючи транскрипцію 
генів 71223 та с-тус. 

Разом з фактором РО.1 С/ЕВРО бере участь у виборі 
між гранулоцитарним та моноцитарним напрямками 
диференціації. Так, на ранніх стадіях диференціації 
С/ЕВРа активує промотор РО.1, сприяючи 
диференціації СМР у СМР попередники [17]. На більш 
пізніх етапах баланс рівнів експресії РО.1 та С/ЕВРа. 
визначає вибір між моноцитарною та гранулоцитарною 
диференціацією, оскільки С/ЕВРо здатен зв'язуватися з 
РО. та блокувати його функцію на рівні білок-білкових 
взаємодій та взаємодій з ДНК [18]. 

Відомо, що С/ЕВРЕ експресується у гранулоцитах 
на пізніх стадіях диференціації, рівень його експресії 
є визначальним для диференціації еозинофілів [19]. 

Транскрипційний регулятор СЕП є одним 13 
найважливіших факторів мієлоїдної диференціації, 
оскільки він здатний до репресії транскрипції цілого 
ряду генів, включаючи ЕСВ2, РО.1 та С/ЕВРа [14]. 
Він о експресується у мієлоїдних  попередниках, 
нейтрофілах та ранніх Т 1 В клітинах 1 відсутній у 
гранулоцитарних клітинах. У мишей, нокаутних по 
гену СЕП, не виявляються нейтрофіли 1 
спостерігаються аномально високі рівні експресії 
моноцитарних генів у інших мієлоїдних попередниках 
[20]. Транскрипційний фактор СЕП відіграє важливу 
роль у підтриманні гранулоцитарного напрямку 
диференціації СЕО-б, репресуючи гени, задіяні у 
монопоезу, у попередниках гранулоцитів/моноцитів. 

Метою даного дослідження було встановити, чи 
може транскрипційний фактор ХХОС приймати 
участь у регуляції  гематопоезу у клітинах 
промієлоцитів лінії НІ60 з надекспресією 2ХЮС на 
рівні експресії генів, що контролюють протікання 
гематопоезу, за допомогою полімеразної ланцюгової 
реакції в режимі реального часу, вимірюючи рівень 
експресії генів, що задіяні на різних етапах 1 
ключових напрямках диференціації мієлоїдних клітин 
(СЕП, РО.1, С/ЕВРа 1 С/ЕВРЕ), та маркерних генів, 
що експресуються у диференційованих клітинах 
(Ср116, СО14, КОСІ 1 МВР). 


МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 


Клітини. В роботі було використано клітини 
промієлоцитів лінії НІ.60. 

Плазміди. Для трансфекції клітин промієлоцитів 
НІ60 було використано плазміди ресрМАЗ.1-4ХРЮС та 
РСМУ-5РОКТ6б-В-2а1, описані раніше [1]. 
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ТРАНСКРИПЦІЙНИЙ ФАКТОР 7ХОС ПРИЙМАЄ УЧАСТЬ У РЕГУЛЯЦІЇ ПРОЦЕСІВ МІЄЛОЇДНОЇ ДИФЕРЕНЦІАЦІЇ 


Плазміди рсОМАЗ.1-6хН15-С/ЕВРа та рсОМАЗ.1- 
бхНіѕ-С/ЕВР= було отримано шляхом клонування 
кДНК С/ЕВРО та С/ЕВР® у плазміду рсОМАЗ.1-6хН1$, 
що була раніше створена у лабораторії Дт. Еопіеѕ. 
КДНК  С/ЕВРО було отримано за допомогою 
полімеразної ланцюгової реакції кДНК клітин лінії 
НІ60 З використанням праймерів 5°- 
АААААСААТТСАТОССООСАСААСТСТААСТС - 
5"- АААААТСТАСАСТСОСАСООСТСС 
СОСААС -3?, проведено  рестрикцію продукту 
полімеразної ланцюгової реакції 1 вектора по сайтам 
рестрикції ЕсоВТ та ХБаї, продукти рестрикції було 
виділено та проведено лігазну реакцію. КДНК С/ЕВР= 
було отримано з використанням праймерів 5°- 
АААААССАТСССАТОТСССАССОСАССТАСТАСС 
-3? А та 5- АААААОСААТТСОТОСССАСА 
АТССАССАСССАСССТС -3?, проведено рестрикцію 
продукту полімеразної ланцюгової реакції і вектора 
по сайтам рестрикції ЕсоКІ та Ватні, продукти 
рестрикції було виділено та проведено лігазну 
реакцію. 

Плазміди рсОМАЗ.1-Мус-СЕП та рерМАЗ.1-Мус- 
РО.1 були створені раніше у лабораторії Юг. Еопќеѕ. 

Плазміду рСІ-С/ЕВРо-рг було отримано шляхом 
клонування промоторної ділянки гена С/ЕВРа -263:-2 
у репортерну плазміду рСІзЗбазіс. Промоторну 
ділянку було ампліфіковано з допомогою 
полімеразної ланцюгової реакції з використанням 
праймерів 5’- АААААССТАСССОСТОСТТСОС 
СОССССАТ -3° та 5’- АААААААССТТСССАС 
ТТАСАСТТСТСССС -3°, проведено рестрикцію 
продукту полімеразної ланцюгової реакції 1 вектора 
по сайтам рестрикції М№Мһеї та НшаШ, продукти 
рестрикції було виділено та проведено лігазну 
реакцію. 

Трансфекція. Клітини промієлоцитів лінії НІ60 
було посіяно у 10 см плашку у кількості 0.25х10° на 
лунку у 10 мл поживного середовища КРМІ-1640 
(СеПого) з додаванням 4 шМ глутаміну та 10% 
бичачої сироватки. Культуру клітин інкубували при 
37 °С в атмосфері з 5% СО» протягом 48 годин. Далі 
клітини центрифугували, рахували та ресуспендували 
у поживному середовищі до щільності 1х10'/мл. 0.5 
мл клітинної суспензії переносили в кювети для 
електропорації, додавали 40 ре плазмідної ДНК 


рерМАЗ.1-2ХрС чи РСМУ-5РОКТ6б-В-2а1. 
Електропорацію проводили за допомогою 
електропоратора ВюКа@ при характеристиках 


імпульсу 240 В, 960 мкФ. Трансфековані клітини 
інкубували при 4 "С протягом 30 хв, переносили в 
поживне середовище КРМ1-1640 з додаванням 4 тМ 
глутаміну та 20% бичачої сироватки та інкубували 
при 37 °С в атмосфері з 5% СО» протягом 48 годин. 
Виділення РНК. Тотальну РНК з клітин виділяли 
за допомогою реагенту Тт1701 (туйгозеп). Культури 
клітин осаджували центрифугуванням, клітинний 
осад розчиняли у 1 мл Ттігої, додавали 200 мл 
хлороформу, перемішували та центрифугували при 
16600 є та +4 °С протягом 15 хв. Відбирали 350 мл 
супернатанту, змішували з 350 мл 1зопропанолу, 


додавали 5 мг лінійного акриламіду, інкубували 
протягом 20 хв. при —20 °С та центрифугували при 
16600 є та +4 °С протягом 20 хв. До отриманого осаду 
РНК приливали 600 мл 70% етанолу для відмивки 
залишків ізопропанолу та центрифугували при 16600 
є та +4 °С протягом 5 хв. Далі видаляли супернатант, 
інкубували пробірки відкритими при кімнатній 
температурі протягом 2 хв., та розчиняли висушений 
осад РНК у стерильній воді, вільній від домішок 
нуклеїнових кислот та нуклеаз (ВіоБ ад). 

Зворотна транскрипція та полімеразна 
ланцюгова реакція у режимі реального часу. 
Виділену тотальну РНК було використано для реакції 
зворотної транскрипції за допомогою  (дцапійесі 
Кеуег5е Тгапѕспріоп Ки (Оіареп, Німеччина), 
відповідно протоколу виробника, використовуючи 
оліго-4Т праймер. Для реакції зворотної транскрипції 
брали 1 мг РНК. 

Далі КДНК (чи ДНК, отримана після хроматин- 
імунопреципітації) була ампліфікована у полімеразній 
ланцюговій реакції. Для реакції брали 8.2 мл води, 
вільної від нуклеаз, 1 мл кДНК, 0.8 мл 10 мМ суміші 
праймерів та 10 мл двократної реакційної суміші для 
полімеразної ланцюгової реакції в режимі реального 
часу (Еегтепќазѕ). 

Послідовності праймерів, що було використано 
для полімеразної ланцюгової реакції: 

Для детекції кДНК  С/ЕВРа: прямий 5’- 
СААСААСТСОСТССАСААСЛАСА -3’; зворотний 
5"- СТООСТСОСАСООССТСОСОСААС -3?. Ефектив- 
ність для даної пари праймерів становила 2. 

Для детекції кДНК С/ЕВре: прямий 5’- 
АТСТСТТТОССОТОААСССАС -3°; зворотний 5/- 
ССССААССТАТОТОССАСОСТА -3°. Ефективність 
для даної пари праймерів становила 2. 

Для детекції кДНК СОПЬ: прямий 5°- 
САТАСТСАСАТТОССТТСТТСАТТСАТ -3; 
зворотний | 5- АСАСАААСТССТТСАТССОССС 
АААСТ -3’. Ефективність для даної пари праймерів 
становила 1.94. 

Для детекції КДНК  СРі4: прямий  5/- 
ТССТОСООССАСАСССССОТ -3; зворотний  5/- 
ССААСТТСТСООСАСАСАСАС -3’. Ефективність 
для даної пари праймерів становила 2. 

Для детекції КДНК САРЮН: прямий 5- 
АТСАСТОССАСССАСААСАСТ -3?; зворотний 5’- 
САТСАССТТОСССАСАСССТТ -3’. Ефективність 
для даної пари праймерів становила 1.91. 

Для детекції КДНК СЕП: прямий 5°- 
ТССОСОССООСТССТАСААСТО -3?; зворотний 5/- 
ООСТТТОТОСТОСТССАСОСТС -3°. Ефективність 
для даної пари праймерів становила 2. 

Для детекції КДНК 1ЕС1: прямий 5°- 
ССТСТТССАССАСАСАСССАС -3°; зворотний 5/- 
ССТСТТОСАССАСАСАСССАС -3°. Ефективність 
для даної пари праймерів становила 1.95. 

Для детекції КДНК МВР: прямий 5°- 
СТССССТТАСТТСТОССТСТТСТА -3;; зворотний 5?- 
СТСТОСТОТСТССТСАТССТСА -3°. Ефективність 
для даної пари праймерів становила 1.89. 
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Для детекції КДНК РО.1: прямий  5/- 
АССТСТСТСАСОССОАССОСОСАТО -3?; зворотний 
5`- ССОСАССАССТССААСАССААСТС -3’. Ефек- 
тивність для даної пари праймерів становила 1.85. 

Для детекції КДНК  7ХРС: прямий 5°- 
САССААСААСТСАТТАСССАСС -3°; зворотний 5/- 
ССАТССАААТССССАОСАСТСА -3’. Ефективність 
для даної пари праймерів становила 1.84. 

Ампліфікацію проводили у наступних умовах: 94 
°С - 15 с; 60 °С - 20 с; 72 °С - 20 с; 45 циклів. Для 
праймерів до кДНК РО.1 та СЕП гібридизацію 
проводили при 67 °С, для С/ЕВРа, - при 65 °С, для 
С/ЕВРЕ - при 63 °С. 

Реакцію проводили за допомогою ампліфікатора 
195 (ВіоКад), результати обробляли за допомогою 
програмного забезпечення фірми-виробника. 
Обчислення проводили за методом РеПа-деНа С(0 [8]. 

Люциферазний аналіз. Клітини НЕК293 було 
посіяно в 24-лункову плашку у кількості 1х10° на 
лунку у 1 мл поживного середовища КРМІ-1640 
(СеПото) з 4 тМ глутаміну та 10% бичачої сироватки. 
Культури клітин інкубували при 37 °С в атмосфері з 
5% СО2 протягом 24 годин. Використовуючи 
стерильні полістиренов пробірки, до 400мл 
середовища ОрНтет (Сібсо) додавали 1 мг ДНК та 
2 мл ТигроБесі, інкубували протягом 20 хв. при 
кімнатній температурі та додавали до культури 
клітин. 

Для трансфекції було використано суміш плазмід: 

1) рВГасму (0.025 ро), рСі-С/ЕВРа-рг (0.2 це) 
та рсСмУ-85РОКТ6-Ь-раІ (0.8 цо) 

2) рАГасму (0.025 ре), рс -С/ЕВРа-рг (0.2 из), 
реОМАЗ.1-2ХЬрС (0.3 ре ) та рСМУ-5РОВТе-р-заї 
(0.5 из) 

3) РЕГасму (0.025 из), РСІЗразіс (0.2 це) та 
РСМУ-ЗРОВТ6-Б-га| (0.8 ро) 

4) РВГасму (0.025 из), рСІЗбазіс (0.2 из), 
рсОМАЗ.1-/ХОС (0.3 це ) та рСМУ-ЗРОВТ6--га1 
(0.5 из) 

Трансфековані клітини інкубували протягом 48 
годин при 37°С в атмосфері з 5% СО». Далі 
проводили люциферазний аналіз з використанням 
ГДиаї-Ілісіїегазе  Керогіег Аѕѕау (Ртотега, США) 
відповідно до протоколу виробника. Для вимірювання 
люциферазної активності ВепШа та ЕпеЙу брали 5 мл 


лізату, вимірювання проводили за допомогою 
люменометра моделі 20/20 виробництва  Тигпег 
Віоѕуѕіетѕ. Сигнал вираховували як відношення 


активності люциферазної активності КепШа до РігеНу. 
РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


Оскільки отримані раніше дані свідчать про те, що 
транскрипційний фактор 2СХІС може впливати на 
рівень експресії генів ЕСК2 та П.5Ка, що беруть 


участь у процесах диференціації, нашою метою було 
встановити чи надекспресія 2ХЮОС також може 
впливати на рівень експресії головних регуляторів 
диференціації, а саме генів РО.1, С/ЕВРа, С/ЕВРє та 
СЕП. Щоб оцінити загальний вплив надекспресії 
7ХОС на клітини НІ60, визначали також зміни 
експресії маркерів диференціації, характерних для 
зрілих та спеціалізованих клітин, а саме Ср11Ь, 
загального маркера мієлоїдних клітин, Ср14 
специфічного для моноцитів та макрофагів, ІКС, 
специфічного для нейтрофілів, та МВРІ, маркера 
еозинофілів. 

Надекспресія 7 ХРС в клітинах НІ60 
призводить до підвищення рівня експресії генів 
С/ЕВРа, Ср14, Ср11Ь, ІВСІ. 

Для експерименту було використано промієлоїдну 
лінію клітин НГ60. Клітини НГ.60 було трансфековано 
плазмідою | рСМУ-ЗРОВТ6б-В-га|, що містить 
заклоновану  а-субодиницю В-галактозидази, чи 
плазмідою рерМА-3.1-2ХІС. Надекспресію фактора 
2Хрс у клітинах було перевірено за допомогою 
полімеразної ланцюгової реакції в режимі реального 
часу. Для визначення зміни рівня експресії цільових 
генів було використано дані трьох незалежних 
експериментів. 

Згідно з отриманими даними, рівень експресії 
С/ЕВрРа зріс у 5.74 разів, СЮ11Ь - у 4.33 разів, СРІ4 — 
у 6.9 разів, ІКСІ - у 2.3 разів (рис. 1). Рівень експресії 
інших генів суттєвим чином не змінювався. 

Підвищення рівня експресії СРІЇЬ є загальним 
свідченням того, що надекспресія фактора 2ХРрС 
активувала програми диференціації, характерні для 
мієлоїдних клітин, причому рівень  СРІЇБ 
підвищується при диференціації клітин НІ 60 як у 
гранулоцити, так і у моноцити. 

Підвищення рівня експресії маркерних генів 
С/ЕВРа та ГВО1 відповідає зміні загального профілю 
експресії генів у напрямку гранулоцитарної 
диференціації. З іншої сторони, підвищення рівня 
Ср14 та, як було показано раніше, ЕСК2, свідчить 
про те, що клітини після надекспресії 2ХОС набули 
ознак, характерних для моноцитів. 

Таким чином, зміни профілю експресії генів у 
клітинах НІ60 після надекспресії транскрипційного 
фактора 2ХОС безумовно свідчать про його участь у 
генній регуляції диференціації клітин мієлоїдної 
гілки. Фактор С/ЕВРа, задіяний на різних етапах 
гематопоезу, включаючи самооновлення стовбурових 
клітин, диференціацію СМР, СЕО-С та СЕО-М, так 
що для встановлення функціонального значення 
впливу фактора 2ХІС на експресію гена С/ЕВРа 
необхідні додаткові експерименти на клітинних 
лініях, що моделюють кожний етап диференціації 
окремо. 
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Рис. 1. Рівень експресії мРНК С/ЕВРа, С/ЕВРЕ, СО14, СО11Ъ, ГВО1, МВР, РО.1, СЕП (А) в клітинах НІ60 з надекспресією 
7ХОС за допомогою кількісної полімеразної ланцюгової реакції. Клітини НГ60 було трансфековано плазмідою ре) МАЗ3.1- 
7ХОС або контрольною плазмідою рСМУ-5РОЕТе-РБ-заї, що містить КДНК 7ХЮГС або бета-галактозидази під контролем 
промотору СМУ. 
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Рис. 2. Вплив 2ХРС на активність промотору С/ЕВРа у люциферазній репортерній системі в клітинах НІ60, які було 
трансфековано плазмідою з промотором гена С/ЕВРа, (рСІ-С/ЕВРо-рг) та геном люциферази КепШа або контрольною 
плазмідою рОГЗБазс з геном люциферази ВепШа без промотору. Клітини НІ60 було трансфековано також плазмідою 
рерМАЗ.1-2ХРС або контрольною плазмідою рСМУ-5РОВТ6б-В-2а1|, що містить КДНК ХХРС або бета-галактозидази під 
контролем промотору СМУ, а також плазмідою рКІ-аСМУ, що містить КДНК люциферази Кігейу без промотору. 
Показники люциферазної активності КепШа нормалізували по даним люциферазної активності Ешейу. 
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В-да! СЕІ1 С/ЕКВо С/ЕКВ= 


Рис. 3. Вплив надекспресії факторів СЕП, С/ЕВРа, С/ЕВРє, РОЇ в клітинах НІ60, трансфекованих плазмідами рсОМАЗ.1- 
Мус-СЕП, реОМАЗ.1-Мус-РО.1, рермАЗ.1-6Ніѕ-С/ЕВРа, рермАЗ.1-6Ніѕ-С/ЕВР= та рсмУу-ѕРОВТЄ-В-ва! (контроль), на 
рівень експресії 2ХРС за даними кількісної полімеразної ланцюгової реакції в реальному часі. 


ро-В-клітини 
Про-НК-клітини 
Про-Т-клітини 
Про-дендритні клітини 


Мегакаріоцити 
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Рис. 4. Схема транскрипційної регуляції гематопоезу з урахуванням можливої участі ХОС. Позначення: ІЛ-НУ5С - довго 
живучі попередники гематопоетичних стовбурових клітин, 51-Н5С - коротко живучі попередники гематопоетичних 
стовбурових клітин, МРР - мультіпопентні попередники, МЕР — мегакаріоцито-еритроїдні попередники, СІР - спільні 
лімфоїдні попередники, СМР - попередники гранулоцитів/моноцитів, СЕО-М - макрофаги, що утворюють колонії, СЕО-С - 
гранулоцити, що утворюють колонії. 
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При  надекспресії  транскрипційного фактора 
7ХОС спостерігається підвищення експресії 
регуляторних та структурних генів, що експресуються 
як гранулоцитами, так 1 моноцитами у процесі їх 
диференціації. Можливо, що фактор ХХОС може 
брати участь в обох процесах і його надекспресія 
призводить до одночасної часткової активації обох 
програм диференціації СМР. 

7ХОС не здатний до прямої регуляції 
клонованого промотору С/ЕВРа у люциферазній 
репортерній системі. 

Підвищення рівня експресії гена С/ЕВРа може 
свідчити про те, що фактор 2ХІС регулює його 
експресію прямо, зв'язуючись з його промотором, або 
опосередковано, через посередництво інших факторів. 
С/ЕВРа, відіграє неоднозначну роль у диференціації 
мієлоїдних клітин, будучи залученим 1 у 
моноцитарній, 1 у гранулоцитарній диференціації а 
також на більш ранніх стадіях. Якщо фактор ХХОС 
здатний до регуляції рівня експресії С/ЕВРа, то 
можливо він може бути залучений також до регуляції 
процесів, що опосередковуються цим фактором, таких 
як регуляція диференціації попередників 
гематопоетичних стовбурових клітин (Н5С), СМР та 
СМР. 

Нами було поставлено завдання з'ясувати чи 
активує транскрипційний фактор 2ХІС експресію 
С/ЕВРа прямо, зв'язуючись з промотором гена, чи 
опосередковано, через посередництво інших факторів 
транскрипції. Для цього промоторну ділянку гена 
С/ЕВРа -263:-2 було проклоновано у репортерну 
плазміду | рСІЗбазіс. Клітини НЕК293 було 
трансфековано плазмідами рС1 ЗБбазіс, РСІ.-С/ЕВРа-рг 
та рсОМАЗ.1-/ХОС. Після трансфекції вимірювали 
люциферазну активність репортерних плазмід. Згідно 
з отриманими даними, надекспресія /2ХІОС не 
викликала істотних змін люциферазної активності 
плазміди рСІ-С/ЕВрРа-рг, що свідчить про відсутність 
у транскрипційного фактора 4ХОС здатності до 
активації промотору гена С/ЕВРа у модельній 
репортерній системі (рис. 2). Таким чином, активація 
експресії С/ЕВРа при надекспресії фактора 2ХРрС 
відбувається непрямим шляхом. Можливо, що фактор 
2ХрсС активує інші гени, продукти експресії яких 
беруть участь у регуляції експресії С/ЕВРа, або 
вступає у білок-білкові взаємодії з іншими факторами 
транскрипції 1 лише у комплексі з ними може 
зв'язуватися з промотором С/ЕВРа. 

Вплив надекспресії факторів СКП, С/КВРа, 
С/ЕВР& та РО на рівень експресії 
транскрипційного фактора 7ХОС. 

Отримані нами дані свідчать про те, що 7ХРС 
може брати участь у мієлоїдній диференціації, 
модулюючи активність ключових генів диференціації, 
таких як С/ЕВРа та ЕСВ2. Кожен із цих генів 
диференціації в свою чергу є членом регуляторного 
каскаду 1 його рівень експресії контролюється іншими 
генами. Таким чином, якщо фактор 2ХОС задіяний у 


процесах диференціації, то можливо що рівень Його 
експресії також може прямо чи опосередковано 
регулюватися іншими факторами диференціації. Щоб 
визначити, як  надекспресія головних факторів 
мієлоїдної диференціації впливає на рівень експресії 
транскрипційного фактору ЙХОС у клітинах НІ60, 
було проведено трансфекцію цих клітин плазмідами 
рсОМАЗ.1-Мус-СЕП, рсОМАЗ.1-Мус-РУ.1, 
рерМАЗ.1-6Н1ѕ-С/ЕВРа, рермАЗ.1-6Н1ѕ-С/ЕВР= та 
контрольною плазмідою рРСМУ-ЗРОВТ6б-В-га| для 
надекспресії в них факторів СЕІ1, С/ЕВРа, С/ЕВРғ та 
РО.1. Рівень експресії цільових генів у клітинах НІ60 
було перевірено за допомогою кількісної полімеразної 
ланцюгової реакції (рис. 3). Для визначення зміни 
рівня експресії генів було використано дані трьох 
незалежних експериментів. 

Згідно з отриманими даними, надекспресія РО.1 
привела до часткового (0.52) зниження рівня експресії 
фактора 2ХРС. При надекспресії С/ЕВРа та С/ЕВР 
спостерігали більш сильне зниження рівня експресії 
7ХЬС (0.31 та 0.14 відповідно), тоді як надекспресія 
СЕП повністю блокувала його експресію. 

Таким чином, головні фактори мієлоїдної 
диференціації у свою чергу можуть модулювати 
експресію транскрипційного фактора 4ХОС, а це є 
свідченням того, що рівень експресії 2ХОС під час 
процесів диференціації має важливе значення і строго 
регулюється прямо чи опосередковано факторами 
С/ЕВРо, С/ЕВР& та СЕП. Так як жодний з цих 
факторів не викликав підвищення експресії 2ХРС, то 
можливо, що опосередкована ними регуляція рівня 
експресії транскрипційного фактора 2ХОРС носить 
характер зворотного зв'язку. 

Оскільки головний фактор гранулопоезу СЕП 
повністю репресує транскрипцію фактора 4ХРОС, то 
це може вказувати на те, що транскрипційний фактор 
2ХЮС задіяний на етапі вибору клітинами СМР 
гранулоцитарного чи  моноцитарного напрямку 
диференціації, тобто при переході СМР у СЕО-С, але 
не на більш пізніх стадіях диференціації (СЕО-б у 
зрілі гранулоцити). У зв'язку з тим, що 
транскрипційний фактор 2ХІС здатний активувати 
експресію С/ЕВРа та ЕСВ2 1 вступати у білок-білкові 
взаємодії з СЕП та РО.1 (неопубліковані дані Копіе5 
Таб), то можливо, що він бере участь в обох напрямках 
диференціації, модулюючи функцію вищезгаданих 
факторів. 

Таким чином, нами було показано, що при 
надекспресії 2СХІС підвищується рівень експресії 
генів С/ЕВРа, СРІЇЬ, СРІ4 та ІКСІ, а рівень 
експресії генів МВР, СЕП, РО. та С/ЕВР& 
залишається незмінним 1 що 2ХРС не здатний до 
прямої активації промотору гена С/ЕВРо 1 очевидно 
його вплив на рівень експресії гена С/ЕВРа є 
опосередкованим та здійснюється шляхом взаємодії з 
іншими  транскрипційними факторами, причому 
фактор 2ХРС може регулювати рівень експресії генів 
С/ЕВРа та ІКСІ, задіяних на різних стадіях регуляції 
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диференціації гематопоетичних клітин, і в свою чергу 
рівень експресії 2ХОС регулюється факторами СЕП, 
С/ЕВРа, С/ЕВР= та РО.1. За умов надекспресії 
фактора 2ХРС у клітинах НГ.60, в них експресуються 
гени, характерні як для гранулоцитів, так і для 
моноцитів, що свідчить про участь ХХОС у виборі 
напрямку диференціації клітин СМР. Беручи до уваги 
дані про те, що фактори РО.1 та С/ЕВРа, також задіяні 
на більш ранніх стадіях диференціації 
гематопоетичних  клітин-попередників, то можна 
припустити, що 1 транскрипційний фактор 2ХРС 
також може приймати участь у регуляції 
диференціації 1 на цих етапах, що заслуговує на 
подальше дослідження. 


ВИСНОВКИ 


1. За допомогою кількісної полімеразної ланцюгової 
реакції було показано, що надекспресія 
транскрипційного фактора 2ХРС у клітинах НІ60 
призводить до підвищення рівня експресії генів 
С/ЕВРа, Ср14, СРІЇЬ та ІВСІ, внаслідок чого 
клітини набувають ознак, характерних як для 


гранулоцитарної, так 1 для | моноцитарної 
диференціації. 
2. З використанням люциферазного аналізу з 


репортерною плазмідою, що містить клонований 
промотор гена С/ЕВРа, було показано, що фактор 
7ХОС не здатен до прямої транскрипційної 
активації ізольованого промотору С/ЕВРа. 

3. Надекспресія факторів СЕ, С/ЕВРа, С/ЕВРє та 
РОЇ в клітинах НІ,60 призводила до часткової чи 
повної транскрипційної репресії гена .ХРС. 

4. Результати даної роботи свідчать про те, що 
транскрипційний фактор 2ХОС здатний 
непрямим шляхом регулювати рівень 
транскрипції гена С/ЕВРа, задіяного у 
гранулоцитарній диференціації мієлоїдних 
попередників, 1 в свою чергу, 2ХЮС знаходиться 
під транскрипційним контролем інших факторів 
мієлоїдної диференціації як СОЕ, С/ЕВРа, 
С/ЕВР& та РОЇ 1 може брати участь у регуляції 
процесів диференціації, що опосередковуеться 
цими факторами. 


Література 


1. А[-Капаай И’, ЛатБипайап 5., №ауаісипа У., Копепі К., 
Етеег М., Рагіті М., МиаНазапі В., Еопіеѕ /.. ГХОС, а 
поуеї гіпс Нисег ргоїсіп аі Ыпаѕ СПТА апа асйуае5 
МНС репе ітап5сгірійоп // Мо|. Папипої. - 2007. – 
Мої. 44, №. - Р. 311-321. 

2. А|-Капаат Ў., Копепі К., Мауаїсипа Г., АІекзапагома А., 
Јатђипаіћап 5., Копіез Ј.. Тһе гіпо ћпрег ргоіепѕ ХОРА 
апа ХХОС гт а сотріех Па Ыпаѕ СПТА апа гершаѓеѕ 
МНС П репе ігапѕсгірійоп // Ј. Мої. Віо!. - 2007. – 
Мої. 369, М 5. – Р. 1175-1187. 

3.  АІекзапагома А., Саїкіп О., Копепі В., Копіез Ј. Ап № 
апа С-іегтіпа! ігипсаѓей іѕоѓогт ої гіпс йпоег Х-іпкеа 


10. 


Е 


12: 


13. 


14. 


15. 


16. 


17. 


18. 


19. 


20. 


дирісакеа С ргоќеіп гергеѕѕеѕ МНС с1аз$ П ігапєсгіріїоп // 
Мої, Сей. Віосһет. – 2010. – Мої. 337, М 1-2.-Р. 1-7. 
Галкін О.В. Мінченко О.Г. Зміни в експресії генів, 
зумовлені надекспресією транскрипційного фактора 
ХХОС у ембріональних клітинах нирки лінії НЕК293 // 
Укр. біохім. ж. - 2010. - Мої. 82, М 1.- С. 100-107. 
Галкін О.В. Мінченко О.Г. Активація транскрипції 
гена ЕСК2 в генетично модифікованих клітинах з над 
експресією  транскрипційного фактора  27ХрС // 
Біотехнологія. - 2010. - № 5. - С. 57-65. 

Гаю Р., 5роопег С., ТаттЛавй А., Гапскі Р., Гее Н., 
Ѕсіаттаѕ К. Саптег В. Ріппег А., Этей Н. // 
МийШовсаве ігапѕсгіріопа] ргітіпе апа даегитаноп ої 
аќегпаќе Һетаќороіейс сей Ғаќеѕ // Се. - 2006. – 
Мої. 126. - Р. 755-766. 

РІаейпск С., Кап 4ег Неуӣеп Ј., Тауетпіег Ј. еі аї. // 1. 
Ехр. Мед. - 1990. — Мої. 172, М 3.- Р. 683-691. 

Бат М. А пем паїпетабса! шо4е! г геіабіує 
аоапёійсайоп іп геа-те ВТ-РСК // Мисі. Ас. Вез. - 
2001. - Мої. 29. - Р. Е45. 

Етіейтап А. Тгапзсирнопа! сопіго! ої ртапосуе апа 
топосуѓе деусіортегпі // Опсоєепе. - 2007. - Мої. 26. — 
Р. 6816-6828. 

Кобепраиег Е., Тепеп Р. Тгапзсирноп сюгз іп глуеїої 
аеуеІортепі: Бајапсіпо 1 #егепбайоп мій ігапѕѓогтабоп 
/ Мак. Кеу. питипої. – 2007. - Мої. 7. – Р. 105-117. 
КІетѕ= М., МсКегсћег$., Сёааа А., еі а!. Тһе тасгорһаре 
апа В се|-5рес1Йс ігапѕсгіріоп Касіог РО. 1 15 геЈаѓеа їо Ше 
еіѕ опсорепе // Сей. - 1990. - Мої. 61. – Р. 113-124. 
Апӣегѕоп М. №еіѕѕА., Негпапӣе2-Ноуоѕ С., еі 4. 
СопзШийуе ехргеѕѕіоп ої РО.1 ш а: һетаіороіейс 
рговешќогѕ Біоск5 Т сей деуеіортепі аё ће рго-Т сей 
ѕќаре // Питипцу. - 2002. — Мої. 16. - Р. 285—296. 

Раш КВ. Жаіѕћ Ј., Гапскі Р., еі аі Кевшайоп ої 
тасгорһаре апа пецігоріії сеї Ғаѓеѕ Бу ће РО.1:С/ЕВРа 
гапо апа ргапшосуіе соіопу-ѕіїтшайпе Фсюг // Маї. 
Шшатиоої. - 2003. — Мої. 4. – Р. 1029-1036. 

Іазіо Р., 5роопег С., ТагтЙазй А., еі аї. Миїйпеаве 
їгапѕсгіріопа! ргитіпе апа даегитаноп ої аіќегпаѓе 
Бетаюроейс сеї! Ғаѓеѕ // СеП. 2006. — Мої. 126. - Р. 755-- 
766. 

Гһапе Р., Гйапз Р., апе М. ет аї. АЪзепсе ої этапиосуе 
соіопу-5шаціайоє Ғасіог ѕівпаһіпв апі пеџігорһі 
деусіортепі іп ССААТ епһапсег Ыпаше ргоќеіп а- 
аейсіепі тісе // Ргос. Май. Асай. Зсі. ОЅА. - 2007. – 
Мої, 94. – Р. 569—574. 

Етіейтап А. Ттгапѕсгіріопа! гершайоп ої этапиюсуе апа 
топосуѓе деусіортепі // Опсовепе. — 2002. - Мо!І. 21. — 
Р. 3377—3390. 

Китташе Т., Етіейтап А. Сго88-1аЇК Бебмееп тезшаюгз 
ої туеІоіа 4еуе!ортеп: С/ЕВРа Ыіпаѕ апа асіуаѓеѕ ће 
рготоѓег ої ће РО.1 репе // Ј. Іеџк. Вю]. – 2003. - 
Мої, 72. —Р. 464—470. 

Кеайу Г., Глата А., Іоігоуа С. Отапосуе шдисег 
С/ЕВРа!рра шасНуае5 Ше туе1о1а таѕіег гершаќог РО. І: 
роѕ510е тое іп іпеаре сопатійтепі аесіѕіопѕ // Віооа. - 
2002. - Мої. 100. – Р. 483-490. 

Уатапака В. Вагіоу С. Гекѕігот-Нітеѕ Ј., еі аі. 
Штраїгед ргапиороіеѕіѕ,  піусіодувріазіа, апа еапу 
1ефаШу іп ССААТ/епһапсег Біпдіпе ргоќеіп є-дейсіепі 
тісе // Ргос. Маг. Асай. 5сі. ОЅА. - 1997. - Мої. 94. - Р. 
13187-13192. 

Носк Н. НатЫеп М. Кооке Н., еі а. 1һігіпѕіс 
гедиїгетепі Бог гіпс Нисег ігап5сгірйоп Ѓасіог Сћ-1 іп 
пешторћіаіегепіайор // Питипйу. - 2003. - Мої. 18. — 
Р. 109-120. 


103 


ТРАНСКРИПЦІЙНИЙ ФАКТОР 7ХРС ПРИЙМАЄ УЧАСТЬ У РЕГУЛЯЦІЇ ПРОЦЕСІВ МІЄЛОЇДНОЇ ДИФЕРЕНЦІАЦІЇ 


ТРАНСКРИПЦИОННЫЙ ФАКТОР 7ХО0С УЧАСТВУЕТ В ГЕННОЙ РЕГУЛЯЦИИ МИЕЛОИДНОЙ 
ДИФФЕРЕНЦИАЦИИ 


Галкин А. В., Минченко А. Г. 


Транскрипционный фактор эукариот 7ХОС принимает участие в регуляции экспрессии генов МНСП, ВОМЕ, СОКМ1С и 
П 5Ка, а также контролирует транскрипцию гена ЕСВ2, связываясь с его промотором. В данном исследовании установлено, 
что надэкспрессия транскрипционного фактора 7ХОС в клетках промиелоцитов НІ60 приводит к повышению уровня 
экспрессии генов С/ЕВРа, СО14, СО11Ь и ГВС1, но 7ХОС не активирует промотор гена С/ЕВРо в составе люциферазной 
репортерной плазмиды. При надэкспрессии факторов СЕИ, С/ЕВРа, С/ЕВРё и РО.1 в клетках НІ60 наблюдалась 
транскрипционная репрессия гена 2ХІОС. Полученные данные свидетельствуют о том, что фактор ХХОС может брать 
участие в регуляции дифференциации  гематопоетических клеток, регулируя экспрессию других факторов 
дифференциации. 


Ключевые слова: ГХОС, С/ЕВРа, НІ60, НЕК293, регуляция транскрипции. 


ТКАМСКІРТІОМ КАСТОВ 2ХрС 15 ПМУОГУЕО ІМ ТВАМ5СКІРТІОХАЇ КЕСОТАТІОМ ОЕ МУЕГОШ 
РІЕЕЕКЕМТІАТІОМ 


СаіКкір О.У., МіпспепКо О.Н. 


ЕикКагуойс ігапѕсгіріор Гасіог ХХОС рагісіраѓеѕ іп Фе гершайоп ої МНСП, ВОМЕ, СОКМІС апа П 5Ка репе ехргеѕѕіоп. Її а150 
сопіго!5 ће ігапѕсгірбоп ої ЕСВО репе уіа іпѓегасіпоп №1 Из рготоїег гер1оп. ш 15 іпуеѕісайоп ууаз ѕһоуп аї оуегехргеѕѕіоп 
ої ігапѕсгірійоп Гасіог 2ХРС іп рго-штуе!осуез сей іпе НІ60 Іеайѕ (о іпсгеаѕе ої С/ЕВРа, Ср14, Ср11Ь апа ГВС репе 
ехргеѕѕіоп 1еуе1$, Бш 7ХОС соша пої аснуже С/ЕВРо рготоїег іп Іисіѓегаѕе герогіег рІаѕтіаѕ. Тгапесгірбїоп гергеѕѕіоп ої .ХІС 
вепе маѕ обзегуед іп НІ60 сеПѕ а{ оуегехргеѕѕіоп ої СЕП, С/ЕВРа, С/ЕВРғ апа РО. Ғасіогѕ. КезаИ$ оЁ 15$ зшау детопѕігаѓеа 
Фа 7ХОС сап рагіїсіраїе іп ће гершайоп ої һетаќороіейс се 1 #егепһайоп ма сопіго! ої оћег діНегепбіайоп асюгз 
ехргеѕѕіоп. 


Кеу моғӣ5: 2ХОС, С/ЕВРа, НІ60, НЕК293, гершайоп ої ігап5сгірйоп 
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ДИНАМІКА ПЕРЕКИСНОГО ОКИСНЕННЯ ЛІПІДІВ У ПІДШЛУНКОВІЙ ЗАЛОЗІ ЩУРІВ 
ЗА УМОВ ТРИВАЛОЇІ ШЛУНКОВОЇ ГІПОХЛОРГІДРІЇ 
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Київський національний університет імені Тараса Шевченка 
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Встановлено, що при тривалому пригніченні шлункової секреції соляної кислоти омепразолом у підшлунковій залозі щурів 
активуються процеси перекисного окиснення ліпідів, що свідчить про розвиток окисного стресу у панкреоцитах. 


Ключові слова: гіпоацидність, підшлункова залоза, перекисне окиснення ліпідів. 


ВСТУП 


Однією з актуальних проблем сучасної гастро- 
ентерології є захворювання підшлункової залози. 
Особлива увага належить сумісним патологіям шлунка, 
дванадцятипалої кишки, печінки та підшлункової 
залози, так як порушення структурно-функціонального 
стану кожного з них може спричинити негативні зміни 
в іншому органі. За даними літератури відомо, що 
довготривале використання блокаторів секреції соляної 
кислоти у парієтальних клітинах шлунка при лікуванні 
пацієнтів з хронічною езофагальною рефлюксною 
хворобою є фактором ризику розвитку гострих 
панкреатитів [7, 8, 10]. 

За умов гострого панкреатиту у підшлунковій 
залозі відбуваються значні порушення кровообігу, що 
спричинює розвиток гіпоксії в тканині та посилення 
вільнорадикальних процесів у панкреоцитах [4, 5, 6]. 
Порушення балансу між активністю процесів 
перекисного окиснення ліпідів та роботою 
антиоксидантної системи призводить до не контро- 
льованої внутрішньоацинарної активації панкреати- 
чних ферментів, яке на ранньому етапі захворювання 
є основним механізмом ушкодження підшлункової 
залози [9]. У зв'язку з цим, патогенез гострого 
панкреатиту безпосередньо пов'язаний з розвитком 
окисного стресу у клітинах підшлункової залози. 

Тому метою роботи було оцінити в динаміці 
інтенсивність процесів перекисного окиснення ліпідів 
(ПОЛ) у підшлунковій залозі щурів за умов тривалого 
пригнічення шлункової секреції соляної кислоти. 


МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 
Досліди | проводили на білих нелінійних 
статевозрілих щурах-самцях.  Гіпоацидний стан 


моделювали внутрішньочеревним введенням 14 мг/кг 
омепразолу (ОМ) (Ѕ1іота, ОЅА), 1 раз на добу 
впродовж 28 діб. Як контроль використовували щурів, 


яким протягом 28 діб вводили внутрішньочеревно 0,2 
мл води для ін'єкцій. 

Вміст дієнових кон'югатів визначали в гептан- 
ізопропанольному екстракті спектрофотометричним 
методом, шиффових основ -  флуориметричним 
методом [1], ТБК-активних сполук - по реакції з 
тіобарбітуровою кислотою [3]. Статистичну обробку 
результатів проводили загальноприйнятими методами 
варіаційної статистики [2]. 


РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


Для оцінки ступеню інтенсивності процесів 
ліпідної пероксидації у підшлунковій залозі за умов 
тривалої гіпоацидності нами було визначено вміст 
первинних продуктів  ПОЛ-дієнових кон'югатів, 
проміжних продуктів ПОЛ-ТБК-активних сполук та 
кінцевих продуктів ПОЛ-шиффових основ. 

Встановлено, що у щурів, яким протягом 28 діб 
вводили омепразол, у підшлунковій залозі рівень 
первинних продуктів ПОЛ зростав. Так, на 7-му добу 
вміст дієнових кон'югатів збільшувавася на 79%, на 
14-у добу - на 210%, на 21-у добу - на 102% та на 
28-у добу - на 195% по відношенню до контрольних 
показників (рис. 1). 
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Рис. 1. Вміст дієнових кон'югатів у підшлунковій залозі 
щурів за умов тривалої шлункової гіпохлоргідрії, що була 
викликана введенням омепразолу. 

Примітка: *- р<0,05 порівняно з контролем. 
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ЗА УМОВ ТРИВАЛОЇ ШЛУНКОВОЇ ГІПОХЛОРГІДРІЇ 


При дослідженні проміжних сполук ПОЛ у 
підшлунковій | залозі щурів з шлунковою 
гіпохлоргідрією виявлено збільшення 1х кількості: 7- 
ма доба - на 131%, 14-а доба - на 370%, 21-а доба - на 
66% та 28-а доба - на 195% відносно контролю 
(рис. 2). 
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Рис. 2. Вміст ТБК-активних сполук у підшлунковій залозі 
щурів за умов тривалої шлункової гіпохлоргідрії, що була 
викликана введенням омепразолу. 

Примітка: *- р<0,05 порівняно з контролем. 


У підшлунковій залозі щурів з гшоацидним 
станом протягом всього експерименту встановлено 
підвищення вмісту шиффових основ: 7-а доба - на 
36%, 14-а доба - на 135%, 21-а доба - на 144% та 28-а 
доба - на 168% у порівнянні з контрольними 
тваринами (рис. 3). 


25:4 


ум. од. х мг білка 
о 
1 


контроль 7 доба 14 доба 21 доба 28 доба 


Рис. 3. Вміст шиффових основ у підшлунковій залозі щурів 
за умов тривалої шлункової гіпохлоргідрії, що була 
викликана введенням омепразолу. 

Примітки: *- рх<0,05 порівняно з контролем. 


Встановлене надлишкове утворення продуктів 
ПОЛ може свідчити про порушення окисно- 
антиоксидантної рівноваги та розвиток окисного 
стресу у клітинах підшлункової залози щурів за умов 
довготривалої шлункової  гіпохлоргідрії. Вище 
зазначений дисбаланс може виникати як внаслідок 
збільшення продукції вільних радикалів, так і в 
результаті зниження активності ферментів 
антиоксидантного захисту. Відповідні процеси 
можуть інтенсифікуватись у відповідь на розвиток 
гіпоксії в тканині підшлункової залози, яка 
супроводжується накопиченням значної кількості 
відновлених форм різних сполук, зокрема, таких 
коферментів, як НАД:Н,  НАДФ-Н,, ФАДН, 
убіхінонів. Дефіцит кисню на кінцевій ділянці 


електронного ланцюга дихання може призвести до 


одноелектронного відновлення кисню до 
супероксиду.  Супероксидний  аніон-радикал, що 
утворюється, відіграє вагому роль у розвитку 


окисного стресу, оскільки він може перетворюватись 
в більш агресивні радикали, такі як гідроксильний та 
інші, які можуть спричинити пошкодження багатьох 
клітинних компонентів. 

Надмірне утворення вільних радикалів в організмі 
та пов'язане з цим посилення процесів ліпідної 
пероксидації супроводжується цілим рядом порушень 
властивостей біологічних мембран та функціонування 
клітин. До найбільш суттєвих змін в клітині при 
перекисному окисненні ліпідів можна віднести 
накопичення окиснювальних пошкоджень білків, 
ліпідів, нуклеїнових кислот, що є підгрунтям для 
розвитку деструктивних змін та функціональних 
розладів у підшлунковій залозі. 


ВИСНОВКИ 


Встановлене нами збільшення вмісту продуктів 
ліпідної пероксидації може бути одним із факторів, 
який бере участь у розвитку патологічних змін у 
підшлунковій залозі пацієнтів, що тривалий час 
приймають блокатори протонної помпи для зниження 
рівня соляної кислоти у шлунковому соку. 
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ДИНАМИКА ПЕРЕКИСНОГО ОКИСЛЕНИЯ ЛИПИДОВ В ПОДЖЕЛУДОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЕ КРЫС ПРИ 
ДЛИТЕЛЬНОЙ ЖЕЛУДОЧНОЙ ГИПОХЛОРГИДРИИ 


Дворщенко Е.А., Береговая Т.В., Остапченко Л.И. 


Установлено, что при длительном угнетении желудочной секреции соляной кислоты омепразолом в поджелудочной железе 
активируются процессы перекисного окисления липидов, что свидетельствует о развитии окислительного стресса в 
панкреоцитах. 


Ключевые слова: гипоацидность, поджелудочная железа, перекисное окисление липидов. 
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АКТИВНОСТЬ СУПЕРОКСИДДИСМУТАЗЫ И КАТАЛАЗЫ В ЭРИТРОЦИТАХ И 
НЕКОТОРЫХ ТКАНЯХ МЫШЕЙ В УСЛОВИЯХ НИЗКОЧАСТОТНОЙ ВИБРАЦИИ 


Доценко О.И., Доценко В.А., Мищенко А.М. 


Донецкий национальный университет, Донецк, Украина, 
е-тай: Фої5 аоп(дикт.пеї 


Поступила в редакцию 09.02.2010 


Исследовано влияниє низкочастотной вибрации в интервале 


частот 8 + 32 Гц интенсивностью 78 + 97 Дб на 


функционирование системы СОД- каталаза эритроцитов и некоторых тканей мышей. Показано, что при низкочастотной 
вибрации для ферментов СОД - каталаза эритроцитов характерно явление перекрёстной регуляции активности, что находит 
отражение в отрицательной корреляции между активностями ферментов. Показано, что вибрация с частотой 16 Гц 
инициирует нарушение процессов поступления и утилизации кислорода в тканях и органах и возникновение тканевой 


гипоксии. 


Ключевые слова: низкочастотная вибрация, супероксиддисмутаза, каталаза 


ВВЕДЕНИЕ 

Одним из основных опасных факторов, имеющих 
место на промышленных предприятиях, является 
вибрация, относящаяся к факторам высокой 


биологической активности. По статическим данным 1/3 
выявленных профессиональных заболеваний связаны с 
воздействием вибрации и шума. Наиболее высокая 
заболеваемость вибрационной болезнью  регистри- 
руется на предприятиях тяжелого, энергетического, 
транспортного машиностроения, угольной промыш- 
ленности, цветной металлургии и водном транспорте. 
Вибрационная патология стоит на втором месте (после 
пылевых) среди профессиональных заболеваний. 
Установлено [1, 2], что 52% всех горняков угольной 
промышленности Украины работают в условиях 
вредного действия низкочастотной общей вибрации 
(1-16 Гц). Низкочастотная локальная вибрация 8-16 Гц 
характерна для рабочих мест забойщиков, занятых 
выемкой угля отбойными молотками (59%). 

Вибрация относится к физическим факторам, 
приводящим к возникновению стресса [3]. Оказывая 
стрессорное воздействие, вибрация стимулирует 
гипофизарно-адреналовую систему, обеспечивая 
необходимый уровень биологически активных аминов, 
изменяет активность окислительно-восстано- 
вительных процессов [4—6], играющих важную роль в 
обеспечении неспецифической резистентности орга- 
низма. Одним из ранних признаков воздействия 
вибрации являются расстройства микроциркуляции и 
транскапиллярного обмена, сопровождающиеся нару- 
шением процессов поступления и утилизации 
кислорода в тканях и органах, возникновение тканевой 
гипоксии [7, 8]. 


Для раскрытия патогенетических механизмов 
формирования повреждений на тканевом и клеточном 
уровне существенный интерес представляет изучение 
роли системы крови в обеспечении компенсаторно- 
приспособительных реакций. Эритроциты, тесно 
контактируя со всеми тканями и вступая с ними в 
морфо-функциональные взаимоотношения, собствен- 
ной качественной и количественной перестройкой 
отражают происходящие в организме физиологические 
и патологические изменения. Полифункциональная 
роль эритроцитов в механизмах адаптации и 
компенсации в условиях гипоксии, газотранспортных 
процессах и осуществлении других жизненно важных 
функций объясняет высокую информативность 
результатов изучения функциональных изменений в 
этих клетках. Недостаточно исследованным аспектом 
гипоксии является энзимная регуляция процессов 
образования и разрушения в эритроцитах перекиси 
водорода. Принимая во внимание данные о 
непосредственном участии активных форм кислорода 
(АФК) (О›-, Н.О») и ферментов антиоксидантной 
защиты супероксиддисмутазы (СОД) и каталазы в 
процессах оксигенации гемоглобина [9], представляет 
интерес изучить характер изменений активностей этих 
ферментов, направленных на повышение функцио- 
нальной активности эритроцитов, необходимой для 
адекватного транспорта кислорода при низкочастотной 
вибрации. 

В связи с вышесказанным цель работы состояла в 
изучении влияния низкочастотной вибрации с 
частотами 8, 16, 24 и 32 Гц на функционирование 
ферментов антиоксидантной защиты эритроцитов - 
СОД и каталазы эритроцитов и некоторых тканей 
мышей. 
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 


Опыты были проведены на беспородных мышах -- 
самцах приблизительно одного возраста и массы, 
содержащихся в условиях вивария на обычном 
рационе. Животные были разделены на 5 групп. 
Животные 1-4 групп подвергались ежедневной 
тридцатиминутной вибрации с частотами 8, 16, 24 и 
32 Гц, амплитудой 0,8+0,12 мм соответственно в 


течение 14-ти | дней. | Вибрацию животных 
осуществляли с помощью  злектромеханического 
преобразователя, подключенного к генератору 


сигналов низких частот. В качестве генератора 
сигналов использовалась звуковая карта компьютера. 
Гармонический сигнал формировался с помощью 
программы МСН Топе Сепегаіог, позволяющей 
задавать необходимые параметры вибрации - частоту, 
амплитуду и форму сигнала, после чего сигнал 
подавался на усилитель, затем на электромеха- 
нический преобразователь. Пятая группа животных не 
подвергалась вибрации и использовалась в качестве 
контроля. 

Активность ферментов антиоксидантной системы 
эритроцитов исследовали ежедневно, с 1-го по 5-й, а 
затем в 7-й, 9-й и 14-й дни эксперимента. Кровь для 
анализа брали через 15 - 20 мин после окончания 
вибрации из хвостовых вен. 

После установленного времени воздействия 
вибрациеи животные были декапитированы с соблю- 
дением требований Международных принципов 
Хельсинской декларации о гуманном отношении к 
животным [10] для экстирпации органов. 

Активность ферментов антиоксидантной системы 
(АОС) определяли в гемолизатах эритроцитов и 
гомогенатах тканей (цитольльной фракции). В качестве 
лизирующего агента использовали 0,01 % раствор 
сапонина в 0,01 М Ма-К-фосфатном буфере (рН 7,4). 
Гомогенаты тканей готовили на 0,05 М Трис - буфере с 
рН 7,4. Исследованию подвергали ткани печени, почек, 
сердца, легких, селезенки и головного мозга. 

Активность каталазь (КАТ) (КФ 1.11.1.6) опреде- 
ляли по скорости утилизации перекиси водорода 


(НО). Количество неразложившейся Н›О› 
определяли с помощью ЕОХ-реактива [18]. За 
каталазную активность эритроцитов принимали 


количество мкмоль субстрата (Н›О>), преобразуемого 
ферментом в единицу времени (мин), рассчитанное на 
мг гемоглобина (НБ) в пробе, т.е. в мкмоль/(мин:мг 
НЬ). Каталазную активность тканей выражали в 
мкмоль/(мин-мг белка). 

Определение активности супероксиддисмутазы 
(СОД) (КФ 1.15.1.1.) проводили методом, предло- 
женным В.А. Костюком [19], в нашей модификации. 
Метод основан на способности СОД тормозить 
реакцию автоокисления кверцетина при рН 10 в 
присутствии тетраметилэтилендиамина (ТЭМЕДА). 
Измерение активности СОД проводили спектро- 
фотометрически при длине волны 406 нм путем 


записи кинетической кривой, отражающей реакцию 
ингибирования окисления кверцетина. Активность 
СОД выражали в мкмоль/минмг НЬ (белка тканей), 
как предложено в [20]. В этом случае активности 
отражают истинную природу взаимосвязи между 
активностями ферментов АОС. 

Содержание гемоглобина в эритроцитах 
определяли гемиглобинцианидным унифициро- 
ванным методом с использованием стандартных 
наборов. Содержание белка в гомогенатах тканей 
определяли по методу Лоури. 

При построении зависимостей, приводимых ниже, 
использовались усредненные данные. Статистический 
анализ полученных результатов проводили в 
программе Ѕіабѕіса. Достоверность различий между 
среднегрупповыми показателями оценивали с 
помощью непараметрического рангового критерия 
Уилкоксона. 


РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 


В группе мышей, неподвергавшихся вибрации 
(контроль), не было зарегистрировано достоверных 
изменений активностей СОД, каталазы и ГП 
эритроцитов в течение двух недель эксперимента. 
Средние значения изучаемых ферментов в этой 
группе животных составили: СОД - 0,25 +0,019 


мкмоль/мин/мг НЫ, каталазы — 0,2+0,05 
мкмоль/мин/мг НЬ. 
Изменение активностей каталазы и СОД 


эритроцитов в зависимости от параметров вибрации в 
динамике эксперимента показано на рис. 1, А-Г. 
Видно, что изменение активностей СОД и каталазы 
имеет колебательный характер. Рост каталазной 
активности во всех случаях происходит на фоне 
достоверного снижения активности СОД относи- 
тельно контрольной группы. Для многих ферментов, в 
том числе и для супероксиддисмутазы и каталазы, 
характерно явление перекрёстной регуляции 
активности [14]. Для каталазы супероксидный анион- 
радикал является отрицательным эффектором, а Н2О» 
положительным, для СОД - наоборот. Такое разнона- 
правленное изменение активностей этих двух 
ферментов согласно литературным данным харак- 
терно для гипоксии [9]. Статистический анализ 
полученных экспериментальных данных показал 
наличие достоверной отрицательной корреляции 
между активностями СОД и каталазы эритроцитов 
мышей всех изучаемых групп. Для мышей же 
контрольной группы зафиксирована высокая (+0,86) 
положительная корреляция между активностями этих 
ферментов. 

Существует мнение о том, что восстановление 
пероксида водорода может служить дополнительным 
источником молекулярного кислорода [9, 15]. 
Каталаза, выполняя антиоксидантную функцию, 
компенсаторно повышает коэффициент полезного 
использования экзогенного кислорода в энергети- 
ческих целях вследствие частичного возвращения в 
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метаболические цепи окислительного фосфори- 
лирования того молекулярного кислорода, который 
восстанавливается в организме по одноэлектронному 
пути. 

Для мышей, подвергавшихся вибрации с 
частотами 8, 24 и 32 Гц, максимум активности СОД 
приходился на 3—4-й дни эксперимента (активность 


фермента в 1,2-1,4 раза превышала этот же 
показатель в контрольной в группе). Характер 
изменения активности СОД для мьшей, 
подвергавшихся вибрации с частотой 16 Гц, 


указывает на то, что именно в этом случае реакция 
организма на действие стресс — фактора была 
наиболее интенсивной. Максимум активности СОД 
приходился на 5-й день эксперимента и, активность 
фермента в 1,3-2 раза превышала контрольный 
уровень. На 7-й день активность СОД в 1,4 раза 
превышала контроль, однако с 9-го по 14-й дни 
активность фермента значительно снизилась и была 
ниже контроля в среднем на 50%. На фоне снижения 
активности СОД, с 7-го по 14-й дни эксперимента, в 
этой группе мышей происходит значительный рост 
каталазной активности эритроцитов (в 2-2,5 раза). 
Показатели каталазной активности эритроцитов для 
данного временного промежутка в этой группе также 
значительно выше, чем в остальных группах мышей 
(рис. 1, А-Г). 

Таким образом, высокий уровень каталазной 
активности с 7-го по 11-й дни эксперимента во всех 
экспериментальных группах и тенденцию к снижению 
активности каталазы, наметившуюся в последний 
день эксперимента, можно рассматривать как 
положительный эффект, направленный на адаптацию 
организма мышей к действию низкочастотной 
вибрации и снижение гипоксии, (Согласно 
современным представлениям, тезис о важнейшей 
защитной роли супероксиддисмутазы не столь 
очевиден, так как токсичность её субстрата - 
супероксидного анион-радикала не очень высока. 
Гораздо более опасен образующийся в результате 
супероксиддисмутазной реакции пероксид водорода, 
под действием которого может наблюдаться 
инактивация каталазы и глутатионпероксидазы [16]. 
Кроме того, пероксид водорода даёт начало 
чрезвычайно агрессивному гидроксильному радикалу, 
поэтому при дефиците глутатионпероксидазы и 
каталазы высокая активность СОД служит 
дополнительным повреждающим фактором. 

Представленный путь переноса энергии в 
эритроците можно рассматривать как отражение 
генетически детерминированной постагрессивной 
реакции, направленной на защиту клетки и 
гемоглобина от  окислительной деструкции, 
преодоление последствий стресса и компенсацию 
гипоксии. 


Изменение активностей ферментов в тканях 
сердца, мозга, печени, почек, легких и селезенки 
показано на рис. 2 - 4. 

Активность СОД тканей сердца и мозга (рис. 
2, А, В) снизилась после 14-дневного воздействия 
вибрацией с частотами 8, 24 и 32 Гц. Воздействие с 
частотой 16 Гц привело к незначительному снижению 
активности СОД в этих тканях. Изменение активности 
КАТ тканей сердца и мозга имело противоположный 
характер (рис. 2, Б, Г). В целом, отмечалась тенденция 
повышения каталазной активности под действием 
низкочастотной вибрации. Таким образом, вибрация с 
частотами 8, 24 и 32 Гц привела к достоверному 
снижению соотношения СОД/КАТ в тканях сердца. 
Соотношение СОД/КАТ в тканях мозга достоверно 
снизилось на всех исследуемых | частотах. 
Достоверного изменения соотношения СОД/КАТ 
тканей сердца, после воздействия вибрации с частотой 
16 Гц зафиксировано не было. 

Вибрация с частотами 8, 16 и 24 Гц вызывала 
достоверное снижение активности СОД и каталазы в 
тканях печени и почек (рис. 3). Вибрация с частотой 
32 Гц привела к увеличению активности каталазы 
печени в 1,5 раза (рис.3,Б), в то время как 
достоверных изменений этого фермента в тканях 
почек выявлено не было. Таким образом, 
соотношения активностей СОД/КАТ снизилось и 
стало ниже единицы в группе мышей, 
подвергавшихся вибрации с частотами 8, 24 и 32 Гц. 
Соотношение СОД/КАТ печени и почек мышей, 
подвергавшихся вибрации с частотой 16 Гц, 
значительно повысилось, за счет снижения (на 45- 
50%) каталазной активности этих органов. 

Снижение активности СОД селезенки и легких 
зафиксировано только при вибрации с частотами 8 и 
24 Гц (ис. 4.А,В). Влияние низкочастотной 
вибрации с частотой 16 Гц вызывало падение 
каталазной активности в тканях селезенки. На других 
частотах эффект вибрации отсутствал (рис. 4. Б.). 

В тканях легких наблюдалось снижение 
каталазной активности после вибрационного 
воздействия с частотами 16 и 24 Гц (рис. 4. Г.). 
Указанное изменение ферментов привело к 
увеличению соотношения СОД/КАТ в тканях 
селезенки и легких при вибрации с частотой 16 Гцик 
снижению - на остальных частотах. 

Таким образом, рост соотношения СОД/КАТ 
выше уровня контроля наблюдается при вибрации с 
частотой 16 Гц в тканях печени, почек, селезенки и 
легких. Этот факт обусловлен падением активности 
каталазы. Учитывая роль каталазы в процессах 
оксигенации [9], можно утверждать, что ткани этих 
органов находятся в состоянии гипоксии. В тканях 
будет накапливаться Н›О., который может стать 
источником ОН: радикала (участие в реакции 
Фентона), появления гидроперекисей липидов и 
окислительной модификации белков. 
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Активность СОД, мкмоль/мин мг НЬ 


Активность каталазы, мкмоль/мин мг НЬ 
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Рис. 1. Изменение активностей СОД (1), каталазы (2) в процессе эксперимента в еритроцитах. Параметры вибрации: А - 8 
Гц, Б- 16 Гц, В- 24 Гц, Г- 32 Гц. 
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Рис. 2. Изменение активностей СОД (А, В) и каталазы (Б, Г) в тканях сердца (А, Б) и головного мозга (В, Г) в зависимости 
от частоты вибрации. Обозначения: 0 — контроль, +5Е — ошибка среднего, +50 - среднеквадратичное отклонение. 
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Рис. 3. Изменение активностей СОД (А, В) и каталазы (Б, Г) в тканях печени (А, Б) и почек (В, Г) в зависимости от частоты 
вибрации. Обозначения: 0 - контроль, +ЅЕ — ошибка среднего, +8р — среднеквадратичное отклонение. 
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Рис. 4. Изменение активностей СОД (А, В) и каталазы (Б, Г) в тканях селезенки (А, Б) и легких (В, Г) в зависимости от 
частоты вибрации. Обозначения: 0 - контроль, +8Е — ошибка среднего, +8р - среднеквадратичное отклонение. 


Для тканей практически всех органов (кроме 
печени и почек под действием вибрации) полученные 
нами соотношения активностей СОД/КАТ больше 
единицы, т.е. скорость образования пероксида 
водорода в несколько раз больше скорости 
расходования данного метаболита по фермента- 
тивному пути. В тканях сердца и мозга соотношение 
активностей СОД/КАТ снижается, однако оно 
происходит на фоне снижения активности СОД и 


увеличения активности каталазы во всем исследуемом 
диапазоне частот. Т.е. в тканях сердца и мозга на 14-й 
день вибрационного воздействия прослеживается 
тенденция адаптивной перестройки системы АОЗ. 
Следует отметить, что для тканей печени и почек 
показатель соотношения активностей СОД/КАТ 
достаточно низкий относительно других тканей, что 
согласуется с литературными данными. Если 
учитывать превращение НО. не только по 
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ферментативному пути, но и по реакции Фентона, то 
соотношение активностей СОД/КАТ может оказаться 
меньше единицы [13]. Исходя из этого, можно 
заключить, что каталаза этих органов принимает 
участие и в других параллельных реакциях, связанных 
с иными процессами метаболизма Н.О». В частности, 
это могут быть превращения в пероксисомах, где этот 
фермент составляет 40% содержимого органеллы. 
Однако, в нашем случае, вибрация с частотами 8, 24 
Гц вызывает снижение активностей как СОД, так и 
каталазы в тканях печени. Такой же характер 
изменения ферментов на частотах 8, 24, 32 Гц в 
тканях почек. Это не дает нам оснований утверждать 
об активизации параллельных процессов, протека- 
ющих с участием Н›О›. А вот рост каталазной 
активности тканей печени после вибрации с частотой 
32 Гц при неизменной активности СОД, возможно 
связан с активацией пероксисомальных реакций или 
других параллельных процессов, требующих повз- 
шения активности каталазы в клетке. 

Таким образом, влияние вибрации на организм 
складывается из прямого и  опосредованного 
воздействия на клетки и ткани [17]. Результаты 
многих экспериментальных работ служат подтвер- 
ждением распространенных в последние годы 
взглядов на вибрационное воздействие как на 
вариант мембранопатологического процесса, харак- 
теризующегося повреждением морфофункцио- 
нальных свойств  плазматических мембран и 
мембран субклеточных структур, приводящего к 
нарушению функций мембраносвязанных фермен- 
тов, внутриклеточных органелл, накоплению 
продуктов окисления белков и липидов, снижению 
активности антиоксидантной системы, системным 
нарушениям микрогемоциркуляции. Ряд иссле- 
дователей обнаруживает В крови лиц, 
подвергавшихся воздействию вибрации, антигены 
печени, почек, сердца, мышечной, нервной и 
соединительной тканей, а также высокие титры 
антител к этим антигенам [18]. Разрушение клеток 
приводит к выходу из них протеолитических 
ферментов и других агрессивных агентов, что 
необратимо изменяет конформацию белковых 
молекул поврежденных клеток, воспринимаемых 
иммунной системой уже как "чужое". Например, 
авторы [19] обнаружили гистологические признаки 
дистрофии миокарда крыс уже на 7-й день 
воздействия вибрацией с частотой 8 Гц, 
амплитудой 0,5 мм. Авторы отмечают, что резкое 
снижение поступления кислорода в кардиомиоциты 
происходит как вследствие развития отека стенки 
сосудов, периваскулярного пространства, так и в 
результате непосредственной деструкции сосудов 
микроциркуляторного русла, наблюдающейся 
начиная с первых дней вибрационного воздействия. 
Показано [20], что вибровоздействие (8 Гц, 1 мм) 
вызывает в нейронах разных типов изменения 
структуры популяции митохондрий, Описаны 
морфофункциональные изменения в тканях тимуса 
[18], почек [21] животных на ранних сроках 


воздействия вибрации с частотой 32 Гц. Аналогичные 
изменения описаны при физической нагрузке, 
старении, гипоксии, что позволяет считать реакцию 
на вибрационное воздействие неспецифичной и 
обусловленной несоответствием возрастающей при 
внешних воздействиях энергопотребностью и 
возможностями энергообразующих систем по ее 
компенсации. 


ВЫВОДЫ 


1. Показано, что длительное воздействие 
низкочастотной вибрации в интервале частот 8—16 Гц, 
приводит к изменению активностей ферментов СОД и 
КАТ, что связано с активизацией процессов 
образования активных форм кислорода. 

2. Показано, что при низкочастотной вибрации 
для ферментов СОД — каталаза эритроцитов 
характерно явление перекрёстной регуляции 
активности, что находит отражение в отрицательной 
корреляции между активностями ферментов. 

3. Рост соотношения СОД/КАТ выше уровня 
контроля наблюдается при вибрации с частотой 16 Гц 
в тканях печени, почек, селезенки и легких. Этот факт 
обусловлен падением активности каталазы и может 
рассматриваться как состояние гипоксии. 

4. Вибрация с частотами 8, 24 Гц вызывает 
снижение активностей как СОД, так и каталазы в 
тканях печени и снижение соотношения СОД/КАТ до 
уровня ниже 1. Такой же характер изменения 
ферментов на частотах 8, 24, 32 Гц в тканях почек. 

5. Рост каталазной активности тканей печени 
после вибрации с частотой 32 Гц при неизменной 
активности СОД возможно связан с активацией 
пероксисомальных реакций или других параллельных 


процессов, требующих повышения активности 

каталазы в клетке. 
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АКТИВНІСТЬ СУПЕРОКСИДДИСМУТАЗИ І КАТАЛАЗИ ЕРИТРОЦИТІВ ТА ДЕЯКИХ ТКАНИН МИШЕЙ В 
УМОВАХ НИЗЬКОЧАСТОТНОЇ ВІБРАЦІЇ 


Доценко О.Т., Доценко В.А., Міщенко А.М. 


Досліджено вплив низькочастотної вібрації в інтервалі частот 8-32 Гц інтенсивністю 78-97 Дб на функціонування системи 
СОД - каталаза еритроцитів і деяких тканин мишей. Показано, що при низькочастотній вібрації для ферментів СОД - 
каталаза еритроцитів характерно явище перехресної регуляції активності, що знаходить відображення у від'ємній кореляції 
між активностями ферментів. Показано, що вібрація із частотою 16 Гц ініціює порушення процесів вступу й утилізації 
кисню в тканинах 1 органах і виникнення тканинної гіпоксії. 


Ключові слова: низькочастотна вібрація, супероксиддисмутаза, каталаза 
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АТ СОХОПТОМ ОЕ ГОУУ ЕВЕОЧЕМСУ УІВКАТІОМ 


"РоќѕепКо О.І., РоќѕепКо У.А., Міѕсһепко А.М. 
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В статті наведені результати дослідження рівня інтерлейкіну-1В та інтерлейкіну-6 у сироватці крові щурів з 
експериментальним цукровим діабетом 2-го типу. Показано зростання рівня даних прозапальних цитокінів. 
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ВСТУП 


Цукровий діабет 2-го типу - хронічне ендокринне 
захворювання, основними патогенетичними 
факторами якого є гіперглікемія, зниження чутливості 
тканин до інсуліну та порушення функціонування В- 
клітин підшлункової залози. 

Для цукрового діабету 2-го типу характерним є 
поєднання  інсулінорезистентності — недостатньої 
відповіді клітин на дію інсуліну та зменшення 
продукції інсуліну, яке спричиняється втратою [- 
клітинами здатності синтезувати інсулін, 
пригніченням процесінгу проінсуліну та секреції 
інсуліну, зменшенням кількості секретуючих клітин в 
острівцях Лангерганса [1]. 

У зниженні  інсулінпродукуючої здатності 
підшлункової залози велике значення має зростання 
концентрації прозапальних цитокінів. Фактор некрозу 
пухлин-а (ТНФа) та стимульоване ним підвищення 
синтезу інтерлейкіну-1 макрофагами острівців є 
відповідальним за розвиток нечутливості до інсуліну 
клітин підшлункової залози [2], загибель яких також 
відбувається внаслідок цитотоксичної дії вільних 
жирних кислот, що накопичуються в підшлунковій 
залозі завдяки ліполітичній дії ТНФо [3]. 

Сьогодні більшість досліджень свідчать про те, 
що інсулінорезистентнісТть є головною причиною 
формування метаболічного синдрому 1 цукрового 
діабету 2 типу. 

Жирова тканина хворих на цукровий діабет 
містить значну кількість великих інсуліно- 
резистентних адипоцитів. У результаті збільшення в 
плазмі крові вільних жирних кислот відбувається 
накопичення ліпідів у м'язах, печінці й В-клітинах. Це 
явище набуває постійного характеру і призводить до 
стимуляції глюконеогенезу, втрати чутливості до 
інсуліну в м'язах і печінці та пригнічення секреції 
інсуліну В-клітинами | острівців Лангерганса. 


Встановлено, що однією з причин такого порушення є 
дисфункція жирової тканини, яка прогресивно 
розвивається в міру збільшення ступеня ожиріння. Ця 
дисфункція характеризується не лише змінами в 
диференціюванні жирових клітин, але й порушеннями 
синтезу цими клітинами адипоцитокінів. 

Значну увагу у цьому відношенні привертають до 
себе цитокіни, що продукуються жировими клітинами 
[4,5]. Системне підвищення рівня прозапальних 
цитокінів у крові хворих на вперше виявлений 
цукровий діабет 2-го типу та їх роль у формуванні 
метаболічних зсувів є свідченням того, що дана 
патологія перебігає на тлі хронічного запального 
процесу. 

Таким чином, крім того, що за цукрового діабету 
прозапальні цитокіни відіграють значну роль щодо 
втрати бета-клітинами інсулінопродукуючої функції, 
вони причетні 1 до формування  інсуліно- 
резистентності периферичних тканин [6]. Слід також 
зазначити, що синтез прозапальних цитокінів за 
цукрового діабету 2-го типу пов'язаний з 
дисфункцією жирової тканини або з патологією 
вродженого імунітету [7,8]. 

Таким чином, у патогенезі цукрового діабету 2-го 
типу запальні цитокіни можуть відігравати значну 
роль, проте на сьогодні є недостатньо з'ясованим 
конкретний механізм їх дії. Тому метою наших 
досліджень було визначення вмісту прозапальних 
цитокінів (інтерлейкін-б та інтерлейкін-ІВ) у сиро- 
ватці крові щурів за умов експериментального 
цукрового діабету 2-го типу. 


МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 


Досліди проводили на білих нелінійних щурах 
обох статей масою 230-250 г. Піддослідних тварин 
було поділено на дві групи: перша - контрольна (п=8), 
друга - група, у якої моделювали експериментальний 
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цукровий діабет 2-го типу (п=8). Експериментальний 
ЦД 2-го типу викликали одноразовим 
внутрішньочеревним введенням новонародженим 1-2 
добовим щурятам розчину  стрептозотоцину з 
розрахунку 80 мг на 1 кг маси тіла [9]. Контрольну 
групу складали щури, яким у тому ж віц 
внутрішньочеревно вводили 10 мМ цитратний буфер 
(рН=4,5), який використовували для розведення 
стрептозотоцину. 

Рівень прозапальних цитокінів інтерлейкіну- ІВ та 
інтерлейкіну-6 у сироватці крові піддослідних тварин 
визначали через 3 місяці після народження методом 
імунноферментного аналізу з використанням наборів 
реактивів Віопак ЕМЗА Ѕуѕіет фірми «НеайШсаге» 
згідно з інструкціями. 

Статистичний аналіз здійснювали за допомогою 
прикладних програм статистичного аналізу Мисгозой 
Ехсе|. Для оцінки міжгрупових відмінностей 
застосовували параметричний критерій Стьюдента. 
Різницю між показниками вважали статистично 
значущою при р<0,05. 


РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


Інтерлейкін-ІВ, ендогенний біологічний активний 
медіатор неспецифічної дії [10], один із перших 
залучається до захисної реакції організма при вірусній 
інфекції. Інтерлейкін-ІВ відіграє важливу роль в 
активації системи гемостазу. Цей цитокін призводить 
до зростання рівня білків, що впливають на судинно- 
тромбоцитарний гемостаз — фібриногену, С- 
реактивного протеїну, тромбопластину. Він 
призводить до зменшення в ендотеліоцитах рівня 
тромбомодуліна та стимулює синтез фактора 
активації тромбоцитів та простагландинів [11]. 

Інтерлейкін-1В володіє плейотропною функцією - 
він є збудником активації гіпоталамо-гіпофізарно- 
наднирникової осі, викликає процеси ліполізу, 
відповідальний за розвиток дисліпідемії, активацію 
згортання крові та блокаду  інсулін-сигнальної 
системи. 

Цукровий діабет 2-го типу характеризується 
прогресуючим погіршенням функції підшлункової 
залози, внаслідок чого інтенсифікується В-клітинний 
апоптоз. Відомо, що 1нтерлейкн-1В може бути 
посередником апоптозу В-клітин. Інтерлейкін-1В 
зв'язується 31 ІЛ-1 рецептором на поверхні цих клітин, 
що призводить до активації проапоптичних 
транскрипційних чинників МЕ-кВ, фрагментації ДНК, 
1 втрати функціональної активності [12]. Інтерлейкін- 
1В активує ІкВ В -кінази 1 тим самим може викликати 
резистентність до інсуліну [13, 14]. 

Таким чином, інтерлейкін-ІВ може бути одним із 
чинників, які диференційно впливають на характер 
функціонування В-клітин підшлункової залози - від 
стимуляції до інактивації, що є характерним для 
динаміки розвитку цукрового діабету. Водночас, 
метаболічні | зсуви, як | супроводжують це 
захворювання, зокрема гіперглікемія, є причиною 


довготривалого збереження підвищеної активності 
цитокін-продукуючих клітин і тим самим сприяють 
прогресуванню хвороби. 

Нами було досліджено рівень інтерлейкіну-ІВ у 
сироватці крові контрольних та дослідних тварин. 
(рис. 1). 
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Рис. 1. Концентрація 1Л-1В, пг/мл у сироватці крові 
щурів за умов експериментального цукрового діабету 2 
типу, (М+т, п=8); * - р 0,05 порівняно з контролем. 


У результаті досліджень встановлено, що за умов 
експериментального цукрового діабету 2 типу рівень 
1нтерлейкну-1В у сироватці крові щурів зростав у 2 
раза порівняно зі значеннями в контрольній групі. 

Отриманні дані можуть свідчити про активацію 
макрофагів, а також про можливість пригнічення 
функціональної спроможності В-клітин. Інтерлейкін- 
ІВ активує різноманітні клітини, наприклад, Т- 1 В- 
лімфоцити, посилює 1х цитотоксичні властивості, 
ініціює синтез ТНФа. Крім того, інтерлейкін-ІВ 
ініціює синтез іншого прозапального цитокіну - 
1нтерлейкну-6 [15]. 


Інтерлейкін-б належить до плейотропних 
протизапальних цитокінів, секретується багатьма 
типами клітин Його біологічна активність 
проявляється при зв'язуванні з відповідним 
рецептором. У процесі взаємодії відбувається 
гомодимеризація комплексу ліганд-рецептор та 


подальша активація Такі і Јак2 кіназ. Під дією цих 
кіназ відбувається зв'язане з приєднаням цитокіну 
фосфорилювання різних сигнальних білків, 
включаючи переносники сигналу та активатори 
транскрипції 5ТАТІ та ЅТАТЗ, та активується процес 
диференціації макрофагів [16]. 

Ефекторні функції інтерлейкін-б визначаються 
типом клітин, з якими він взаємодіє. Інтерлейкін-6 
стимулює диференціювання моноцитів у макрофаги 
[17], сприяє посиленню синтезу ТНФо макрофагами 
при дії ліпополісахаридів [18], активує експресію 
генів, відповідальних за синтез білків гострої фази у 
гепатоцитах та макрофагах [19], індукує проліферацію 
гладеньком'язових волокон судин [20], експресію на 
їх поверхні адгезивних молекул [САМ-1 [21], регулює 
розвиток гіпофізу, секрецію гормонів та механізми 
зворотного контролю функціонування гіпоталамо- 
гіпофізарно-наднирникової вісі [22]. 
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Роль інтерлейкіну-6 у формуванні інсулінової 
резистентності не визначена. Перші дослідження 
показали, що цей цитокін змінює метаболізм глюкози 
в печінці [23]. Додавання інтерлейкіну-6 до культури 
гепатоцитів стимулювало активність глікоген- 
фосфорилази та супроводжувалося вивільненням 
глюкози [24, 25]. Збільшення продукції глюкози 
клітинами печінки поєднане з пригніченням 
тирозинового фосфорилювання субстрату-1 інсулі- 
нового рецептора №$-1 та зменшенням активності 
фосфатидилінозитол 3-кінази В ізольованих 
гепатоцитах [26]. Подібний механізм інсулінової 
резистентності може мати місце й у скелетних м'язах. 
Крім того, інтерлейкін-6-індукована резистентність до 
інсуліну в скелетних м'язах зумовлена накопиченням 
у клітинах метаболітів жирних кислот, а також 
порушенням передачі сигналу від інсулінового 
рецептора до генетичного апарату клітини. 
Встановлено, що концентрація цього цитокіну в 
плазмі прямо пропорційна ступеням ожиріння та 
втрати чутливості тканин до інсуліну. Підвищений 
вміст у крові інтерлейкіну-6 є також прогностичним 
маркером розвитку цукрового діабету 2-го типу, а в 
подальшому 1 виникнення інфаркту міокарда. 

Нами було досліджено рівень інтерлейкіну-6 у 
сироватці крові контрольних та дослідних тварин 


(рис. 2). 
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Рис. 2. Концентрація інтерлейкіну-6 у сироватці крові 
щурів за мов експериментального цукрового діабету 2 
типу, (М+т, п=8); * - р<0,05 порівняно з контролем. 


У результаті досліджень встановлено, що за умов 
експериментального цукрового діабету 2-го типу 
рівень 1нтерлейкну-6 у сироватці крові щурів зростав 
у 1,4 раза порівняно зі значеннями контрольної групи. 

Інтерлейкін-6 поряд із ТНФа та 1нтерлейкном-1В 
має відношення до формування різних проявів 
цукрового діабету 2 типу 1 метаболічного синдрому. 
Ці цитокіни функціонують як медіатори відповіді 
гіпоталамо-гіпофізарно-наднирникової системи на 
стрес і запалення [27], викликаючи активацію цієї 
системи на рівні гіпоталамуса, гіпофіза та 
наднирників, що проявляється зростанням вмісту 
глюкокортикоїдних гормонів у крові [28], 
характерним для цукрового діабету. 


Комбіноване підвищення рівня інтерлейкіну-б та 
інтерлейкіну-1В приблизно втричі збільшує ризик 
розвитку цукрового діабету 2-го типу |29|, оскільки 
цитокіни сприяють виділенню з клітин печінки білків 
гострої фази, атеросклеротичних факторів ризику, 
таких як фібриноген, вивільненню лептину з жирової 
тканини, впливають на процес викиду 
адренокортикотропного гормону у кров і таким 
чином, підвищують рівень кортизолу. Наслідком 
хронічно підвищеного рівня кортизолу є ожиріння, 
гіпертонія 1 резистентність до інсуліну. 


ВИСНОВКИ 


Таким чином, нами показано зростання 
концентрації протизапальних цитокінів інтерлейкіну- 
ІВ та інтерлейкіну-6 у сироватці щурів з 
експериментальним цукровим діабетом 2-го типу 1 
підтверджено їх залучення у патогенез даного 
захворювання. 

За цукрового діабету 2-го типу формується новий 
рівень регуляторних взаємозв'язків, де важливу роль 
відіграють зміни у синтезі цитокінів макрофагального 
походження. Результати роботи дозволяють вважати, 
що формування цукрового діабету 2-го типу тісно 
пов'язане з порушеннями неспецифічної ланки 
імунітету, що дає підстави вважати необхідним 
розробляти принципово нові підходи щодо лікування 
даної патології. Це обумовлює доцільність 
використання в клінічній практиці не лише 
цукрознижувальних препаратів, але й комплексної 
терапії, спрямованої на пригнічення запалення та 
синтезу прозапальних цитокінів. 
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УРОВЕНЬ ИНТЕРЛЕЙКИНА-1В И ИНТЕРЛЕЙКИНА-6 В СЫВОРОТКЕ КРОВИ КРЫС В УСЛОВИЯХ 


ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОГО САХАРНОГО ДИАБЕТА 2 ТИПА 


Конопельнюк В.В, Галенова Т.И., Богданова О.В., Остапченко Л.И. 


В статье приведены результаты исследования уровня интерлейкина-ІВ И интерлейкина-6 в сыворотке крови крыс с 
экспериментальным сахарным диабетом 2 типа. Показан рост уровня данных провоспалительных цитокинов. 


Ключевые слова: сахарный диабет 2 типа, интерлейкин-1В, интерлейкин-6. 


ТНК ГЕУЕГ ОЕ ІХТЕКІКОКІХ 1В АХО ТУТЕВГЕОКИХ 6 


СОМОГТОМ ОЕ ТУРЕ 2 ПАВЕТЕЅ МЕМТО$ 


ІХ ЅЕКОМ ОЕ КАТЅ ОМОЕВ ЕХРЕВІМЕКТАЇ, 


Копорешуик У.У., Саепоуа Т.І., Во2дапоуа О.У., Оѕќарсһепко Г.Т. 


Тһе агіїсіе ргеѕепіѕ ће гези $ ої Һе ѕїџйу Ше Ісусі! об шіегіеикіп-1В апа іпќегіеџкіп-6 ір зегат ої гаё$ уһ ехрегітепіа! Фабеез 
теШїќиѕ їуре 2. Тһе іпсгеаѕей Ісусі ої Чака рго-іпћаттаќогу суюКшез уаѕ 5пом/п іп апітаїв8. 


Кеу тогаз: (уре 2 Чабеез те1ї1(05, іпіегіецКіп ІВ, іпіегіеиКіп 6. 
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Вивчали вплив наночасток срібла на експресію 5МЕТ/АМР-активуємої протеїнкінази (ЅМАКК) та казеїнкінази- Іепсілон у 
різних органах щурів. Встановлено, що експресія мРНК ЅМАКК та казеїнкінази- Іепсілон суттєво порушується у легенях, 
головному мозку, печінці, серці, сім'яниках та нирках щурів після одноразового інтратрахеального введення наночасток 
срібла, але найбільш виражені зміни в експресії цих генів спостерігалися через 1 або 3 дні після введення цих наночасток. 
Результати даної роботи свідчать про можливу дію наночасток срібла на важливі механізми регуляції метаболічних процесів 
у клітинах на рівні експресії генів ключових протеїнкіназ, що може призводити до порушення сигнальних каскадів у 


клітинах та розвитку патологічних станів. 


Ключові слова: протеїнкіназа ЗМАВК, казеїнкіназа-Іепсілон, наночастки срібла, легені, печінка, мозок, щури. 


ВСТУП 


У кожній клітин організму є мережа 
регуляторних факторів, яка включає велике число 
протеїнкіназ, протеїнфосфатаз та транскрипційних 
факторів і яка контролює основні фізіологічні та 
метаболічні процеси в організмі, в тому числі 1 
циклічність їх протікання [1 - 7]. Ці фактори є 
ключовими регуляторами метаболізму як в нормі, так 
і при різноманітних патологічних станах, причому 
виявлена ціла група факторів, що відповідальна за 
циркадіальні ритми різноманітних процесів, які 
генеруються в гіпоталамусі на молекулярному рівні 
так званим циркадіальним годинником і основним 
компонентом якого є циркадіальні гени [8 - 13]. 
Порушення в регуляції експресії цих регуляторних 
факторів виявлені при ряді захворювань і можуть 
бути причетні також до виникнення та прогресії 
злоякісних пухлин [14 - 18]. До циркадіальних генів 
відносяться гени Ре’|, Рег2, Рег3, Сіоск, ВМаі!, 
криптохроми Сгу1 та Сгу2, які кодують синтез 
важливих регуляторних факторів і експресія та 
активність яких, в свою чергу, контролюються 
казеїнкіназою- Іерзіїоп [19 - 23]. 

Було встановлено, що  казеїнкіназа-Іерзіоп 
фосфорилює циркадіальні фактори, а це приводить до 
істотних змін у функціонуванні генів, які контро- 
люють цикл поділу клітин та пригнічують ріст пух- 
лин, а також у багатьох інших процесах [1, 14, 21, 22]. 

Було встановлено, що регуляція метаболізму 
факторами циркадіального годинника включає в себе 


постійний взаємозв'язок між регулюючою системою 1 
метаболічними шляхами [8, 10]. Більше того, для 
циркадіальних факторів у ссавців характерне явище 
зворотного зв'язку в механізмах регуляції: 
казеїнкіназа-1епсілон зв'язується з транскрипційним 
фактором Рег2, а потім з Сту! та комплексом С]юоск : 
ВМа|, створюючи негативну регуляторну петлю, що 
надзвичайно важливо для точної 1 чіткої робити 
циркадіального годинника [23 - 25]. 

Протеїнкіназа  5МЕІ, що активується АМР 
(ЅМАКК) є представником АМРК кіназ, що 
відносяться до серин/треонінових протеїнкіназ [26]. 
Відомо, що активність протеїнкінази  ЗМАВК 
змінюється при різноманітних стресових станах 
клітин, але не у всіх типах клітин, суттєво залежить 
від рівня глюкози 1 глютаміну в клітинах, приймає 
участь в індукованій СЮ95 рухливості та інвазивності 
[26 - 28]. Недавно було показано, що 5МАВК 
локалізується в ядрах клітин і має відношення до 
регуляції експресії генів на рівні геному [29]. Миші, 
нокаутні по протеїнкіназі ЗМАКК, характеризуються 
ожирінням, відповідними порушенням метаболізму 1 
мають схильність до виникнення злоякісних пухлин 
подібно до тварин, нокаутних по циркадіальним генам 
П 1, 30]. 

Раніше нами було показано, що експресія 
протеїнкінази ЅМАКК,  казеїнкінази-Іепсілон та 
циркадіальних генів у ряді життєво важливих органів 
може бути чутливим маркером впливу на організм 
екологічно токсичних речовин, зокрема  метил- 
третбутилового ефіру [31]. Дані літератури свідчать, 
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що токсичними є також і наночастки срібла які, поряд 
з іншими наноматеріалами, знаходять застосування 1 в 
медицині. Відомо, що токсичність наночасток срібла є 
більшою, порівняно з макроскопічними дисперсіями 
срібла, що можливо пов'язано з їх фізико-хімічними 
характеристиками, здатністю наночасток без- 


перешкодно проникати через біологічні бар'єри 
організму [32 – 34]. 
Дослідження токсичност наночасток срібла 


показали, що під їх впливом зростає частота загибелі 
ембріонів [35 - 36). Деякі автори вважають, що 
наночастки срібла є довгостроковим джерелом іонів 
срібла, з чим пов'язують небезпеку їх шкідливого 
впливу на довкілля. Специфічним 1 потенційно менш 
небезпечним чинником є аерозоль матричного натрію 
хлориду, який включає власне наночастки срібла (до 
30%). Його виробництво є актуальним у зв'язку з 
можливим використанням для очистки води [37]. 
Наночастки срібла, проникаючи в організм різними 
шляхами, в тому числі 1 через легені, накопичуються у 
життєво важливих органах, в тому числі 1 у головному 
мозку, хоча механізми подолання наночастками 
срібла повітряно-кров'яного бар'єру у легенях до 
цього часу ще не з'ясовані [38 - 39]. Встановлено, що 
наночастки срібла індукують експресію гена білка 
теплового шоку, апоптоз та оксидативний стрес, що 
вони можуть діяти як нейротоксини розвитку, а також 
порушувати розвиток ембріонів [40 - 42]. При різних 
технологічних операціях по виготовленню цих 
наночасток срібла концентрація 1х у повітрі 
коливається, але 98% матричного пилу належить до 
респірабельної фракції, із-за чого існує реальна 
можливість надходження певної кількості наночасток 
срібла в організм інгаляційним шляхом. У зв'язку з 
цим, всебічне еколого-токсикологічне дослідження 
наночасток срібла, як нового антропогенного 
чинника, є досить актуальним, в тому числі і для 
оцінки біонебезпеки операторів при одержанні 
наночасток срібла методом електронно-променевої 
технології. 

Метою даного дослідження було вивчення 
можливих молекулярних механізмів впливу 
наночасток срібла на організм на рівні експресії генів 
ЗМЕТ/АМР-активуємої протеїнкінази та казеїнкінази- 
Іепсілон, що відіграють важливу регуляторну роль у 
багатьох метаболічних процесах в організмі. 


МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ 


Досліди проводили на щурах-самцях лінії М1ѕїаг, 
вагою 230 – 240 грамів. У досліджені викорис- 
товували наночастки срібла у матриці МаС|, одержані 
методом електронно-променевого випаровування у 
вакуумі в лабораторії Хо 84 Міжнародного центру 
електронно-променевих технологій Інституту 
електрозварювання ім. Є.О. Патона. Методом 
електронної мікроскопії встановили, що частки срібла 
мають переважно сферичну форму 1 розміри 28-30 нм. 
Наночастки срібла вводили тваринам інтратрахеально 


в кількості 0,05 мг/кг маси тіла одноразово 1 
досліджували експресію протеїнкінази ЗМАВК та 
казеїнкінази-1епсілон у різних органах щурів через І, 
3 або 14 днів. 

Тотальні РНК виділяли із печінки, легень, нирок, 
головного мозку, сім'яників та серця щурів з 
допомогою реагенту Трізол (Т11720]; шуйгосеп, ОЅА) 
згідно протоколу виробника, як описано раніше [43]. 
Осаджували РНК рівним об'ємом 2-пропанолу. 
Осади РНК промивали двічі 75 % етанолом 1 
розчиняли у вод, що не мстить домішок 
рибонуклеаз. 

Експресію мРНК  протеїнкінази 
казеїнкінази- 1 епсілон досліджували методом 
кількісної полімеразної ланцюгової реакції у 
реальному часі, використовуючи апарат ,„Ѕігаќавепе 
Мх 3000Р сусіег", ЅҮВК Стееп Міх та специфічні пари 
праймерів. Для зворотної транскрипції як матрицю 
для синтезу кДНК використовували РНК із різних 
органів щурів, оліго(аТ) праймер та ЅирегЅсгірі П 
зворотну транскриптазу (ЗирегЗсирёЕ П Кеуегѕе 
Ттапѕсгірќаѕе, шуйгосеп, США) 1 реакцію проводили 
згідно протоколу виробника. 

Для ампліфікації кДНК протеїнкінази $МАКК 
використовували специфічні для цього гена щура 
праймери: прямий (5- ААСТСТСОСС- 
АСССТСААТС -3") та зворотний (5- САССАТО- 
СТСТССТСАСТСА -3") праймери. Нуклеотидні 


ЅМАВК та 


залишки цих праймерів відповідають залишкам 
нуклеотидів 1544 - 1564 та 1737 - 1718 у 
послідовності мРНК протеїнкінази 5МАВК щура 


(СепВапк номер ММ 001007617). Для ампліфікації 
КДНК казеїнкінази-Іепсілон використовували такі 
праймери: прямий =  5-  САСАТСТАСС- 
ТСССТОССААС -3' та зворотний 5- ТСАТСАТС- 
ТССТСОСССАСС -3, нуклеотидни послідовності 
яких відповідають залишкам нуклеотидів 64 - 84 та 
340 - 321, відповідно, в мРНК казеїнкінази-Іепсілон 
щура (СепВапК номер ММ 031617). 

Для контролю кількості аналізуємої РНК 
досліджували експресією мРНК В-актину. Експресію 
мРНК протеїнкінази $МАКК та казеїнкінази-Іепсілон 
нормалізували по В-актину 1 виражали у відсотках від 


контролю, прийнятого за 100%. Продукти 
ампліфікації аналізували електрофорезом в 2% 
агарозному гелі. Аналіз результатів кількісної 
полімеразної ланцюгової реакції виконували за 
допомогою спеціальної комп'ютерної програми 
»Дійегепна! ехргеѕѕіоп  саїсціаїог", а статистичну 


обробку результатів в Ехсеї програмі. Різницю між 
двома середніми величинами вважали достовірною 
при значенні р < 0,05. 


РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


У зв'язку з тим, що активність більшості 
ключових транскрипційних факторів, що є важливими 
регуляторами основних метаболічних процесів, 
знаходиться під контролем протеїнкіназ, ми провели 
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дослідження експресії мРНК протеїнкінази ЗМАВК та 
казеїнкінази-Іепсілон у різних життєво важливих 
органах щурів в нормі та за умов впливу на тварин 
наночасток срібла методами кількісної полімеразної 
ланцюгової реакції. Як видно із даних, представлених 
на рис. 1, експресія мРНК протеїнкінази ЗМАКК 
1стотно посилюеться у легенях, головному мозку та 
печінці уже через один день після одноразового 
інтратрахеального введення щурам наночасток срібла. 
Встановлено також, що ефект наночасток срібла на 
експресію мРНК протеїнкінази ЅМАКК у легенях 
щурів залишається майже на такому ж рівні 1 через 3 
та 14 днів, а у головному мозку та печінці є суттєво 
більшим на 3-Й та 14-й день дії наночасток срібла. 
Так, найбільш виражені зміни в експресії мРНК даної 
протеїнкінази виявлені через 3 дні після введення 
щурам наночасток срібла у печінці (у 2,4 рази), а у 
легенях - через один день (у 2,1 рази). В той же час, у 
головному мозку через один день після введення 
тваринам наночасток срібла рівень експресії мРНК 
протеїнкінази ЗМ АВК посилюється в 1,7 рази, а на 3-й 
та 14-й день дії наночасток срібла - у 2,2 та 2,0 рази, 
відповідно. 

На рис. 2 представлені дані дослідження експресії 
мРНК протеїнкінази ЗМАВК у сім'яниках, нирках та 
серці щурів через 1, 3 та 14 днів після введення ним 
наночасток срібла. Максимальні зміни в експресії 
мРНК даної протеїнкінази виявлені через три дні 
після введення щурам наночасток срібла у всіх цих 
органах, знижуючись на 14-й день у сім'яниках та 
серці. Отримані результати свідчать про органні 
особливості змін в експресії мРНК протеїнкінази 
ЗМАВК під впливом наночасток срібла, а також їх 
залежність від часу дії після одноразового 
інтратрахеального їх введення. В той же час, в нирках 


через один день після введення тваринам наночасток 
срібла рівень експресії мРНК протеїнкінази ЗМАКК 
істотно не змінювався, а на третій та 14-й день дії 
наночасток срібла посилювався майже у 1,5 рази. 
Встановлено, що у міокарді спостерігалося відносно 
невелике збільшення ( в 1,4 рази) експресії мРНК 
даного ензиму лише через три дні після введення в 
організм щурів наночасток срібла, а через І та 14 днів 
істотних змін не було виявлено. 

Таким чином, проведеними дослідженнями 
встановлено, що експресія гена протеїнкінази ЗМАКК 
суттєво змінюється в клітинах ряду надзвичайно 
важливих органів щурів під впливом наночасток 
срібла та виявлено органні особливості змін експресії 
мРНК протеїнкінази 5МАВК. 

Результати досліджень впливу наночасток срібла 
на експресію мРНК казеїнкінази-1епсілон представ- 
лені на рис.3. Встановлено, що під впливом 
наночасток срібла порушується експресія гена 
казеїнкінази-Іепсілон у легенях, печінці та міокарді 
щурів уже через добу після введення тваринам 
наночасток срібла. Найбільш виражене збільшення 
рівня експресії мРНК казеїнкінази- Іепсілон виявлено 
у легенях (у 2,9 рази) та міокарді (в 2,2 рази), у той 
час як у печінці - лише в 1,7 рази. 

Стимулюючий ефект наночасток срібла на 
експресію мРНК  казеїнкінази-Іепсілон виявлявся 
також і через три та 14 днів після введення тваринам 
наночасток срібла, але у легенях та міокарді він був 
менш вираженим у порівнянні з першим днем дії 
наночасток срібла, тоді як у печінці експресія мРНК 
казеїнкінази-Іепсілон продовжувала збільшуватися, 
досягаючи максимальних значень через три дні після 
введення щурам наночасток срібла. 
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Рис. 1. Вплив наночасток срібла протягом 1, 3 та 14 днів на експресію мРНК 5МЕТ/АМР-активуємої протеїнкінази (ЅМАКК) 
у легенях, печінці та головному мозку щурів методом кількісної полімеразної ланцюгової реакції. Експресію мРНК 
протеїнкінази ЗМАВК нормалізували по В-актину і виражали у відсотках від контролю, прийнятого за 100 %. п = 4; *-Р< 


0,05. 
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Рис. 2. Вплив наночасток срібла протягом 1, 3 та 14 днів на експресію мРНК ЗМЕ1/АМР-активуемо! протеїнкінази (ЅМАКК) 
у міокарді, нирках та сім'яниках щурів методом кількісної полімеразної ланцюгової реакції. Експресію мРНК протеїнкінази 
ЅМАКК нормалізували по В-актину і виражали у відсотках від контролю, прийнятого за 100 %. п = 4; * -Р < 0,05. 
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Рис. 3. Вплив наночасток срібла протягом 1, 3 та 14 днів на експресію мРНК казеїнкінази (СК-1=) у легенях, печінці та 
головному мозку щурів методом кількісної полімеразної ланцюгової реакції. Експресію мРНК протеїнкінази ЗМАВК 
нормалізували по В-актину і виражали у відсотках від контролю, прийнятого за 100 %. п = 4; * -Р < 0,05. 
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Рис. 4. Вплив наночасток срібла протягом 1, 3 та 14 днів на експресію мРНК казеїнкінази (СК-1=) у міокарді, нирках та 
сім'яниках щурів методом кількісної полімеразної ланцюгової реакції. Експресію мРНК протеїнкінази ЅМАКК 
нормалізували по В-актину і виражали у відсотках від контролю, прийнятого за 100 %. п = 4; * -Р < 0,05. 
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При дослідженні експресії гена казеїнкінази- 
Іепсілон у сім'яниках було виявлено її істотне 
збільшення в цьому життєво важливому органі вже 
через один день після введення щурам наночасток 
срібла, причому рівень експресії цієї протеїнкінази 
залишався підвищеним майже на цьому ж рівні і через 
3 та 14 днів (рис. 4), хоча посилення експресії гена 
казеїнкінази-1епсілон у сім'яниках під впливом 
наночасток срібла було майже втричі меншим 
порівняно з легенями. Дослідження рівня експресії 
мРНК казеїнкінази-1епсілон у нирках показало, що 
під впливом наночасток срібла також відбувається 
збільшення експресії гена казеїнкінази- Іепсілон, але 
лише через 3 та 14 днів, а через один день після їх 
введення щурам істотних змін в експресії даної 
протеїнкінази не було виявлено (рис. 4). У той же час, 
у головному мозку максимальні зміни в рівні 
експресії мРНК казеїнкінази-Іепсілон були виявлені 
через один день після одноразового введення щурам 
наночасток срібла. 

Результати даної роботи переконливо свідчать про 
виражену дію наночасток срібла після їх одноразового 
інтратрахеального введення, на експресію генів 
ключових регуляторних протеїнкіназ - протеїнкінази 
ЗМАВК та казеїнкінази-Іепсілон у таких життєво 
важливих органах як легені, головний мозок, печінка, 
серце, нирки та сім'яники, що може призводити до 
порушення сигнальних каскадів у клітинах різних 
органів та розвитку патологічних станів. Отримані 
результати вказують на те, що наночастки срібла 
можуть порушувати метаболізм у клітинах організму, 
впливаючи на центральні ланцюги системи регуляції 
обміну речовин шляхом змін в експресії генів 
протеїнкіназ, які контролюють протікання основних 
метаболічних процесів в організмі. 

Ці принципово нові дані щодо впливу наночасток 
срібла на організм на рівні експресії генів ключових 
регуляторних ферментів є фундаментом подальших 
наукових досліджень молекулярних механізмів 
токсичної дії наночасток срібла та ряду інших 
екологічно небезпечних сполук, а також пошуку 
шляхів нейтралізації їх негативних впливів на 
організм. Проведені нами дослідження розкривають 
деякі сторони молекулярних основ дії на організм 
нанотехнологічних матеріалів, їх можливу екологічну 
небезпеку на рівні регуляції метаболічних процесів 1 


будуть сприяти розробці принципово нових 
молекулярних підходів до їх виявлення та 
профілактики. 

ВИСНОВКИ 


Встановлено, що під впливом наночасток срібла 
суттєво змінюється експресія генів протеїнкінази 
ЗМАВК та казеїнкінази-Іепсілон у таких життєво 
важливих органах, як легені, головний мозок, серце, 
сім'яники, печінка та нирки уже через І - 3 дні після 
одноразового інтратрахеального їх введення щурам, а 


через 14 днів зберігаються підвищеними майже на 
тому ж рівні у більшості органів. 

Експресія протеїнкінази 5МАВК та казеїнкінази- 
Іепсілон може слугувати важливим чутливим 
показником впливу на організм наночасток срібла 
наноматеріалів та їх екологічної небезпеки. 
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ВЛИЯНИЕ НАНОЧАСТИЦ СЕРЕБРА НА ЭКСПРЕССИЮ $МЕГАМР-АКТИВУЕМОЙ ПРОТЕИНКИНАЗЫ 
И КАЗЕИНКИНАЗЫ-1ЭПСИЛОН В РАЗНЫХ ОРГАНАХ КРЫС 


Минченко Д.А., Божко И.В., Зинченко Т.А., Кузнецова А.Ю., Дуган О.М., Яворовский А.П., Минченко А.Г. 


Изучали влияние наночастиц серебра на экспрессию ЗМЕ/АМР-активируемой протеинкиназы (ЗМАВК) и казеинкиназы- 
1эпсилон в разных органах крыс. Установлено, что экспрессия мРНК протеинкиназы ЗМАВК и казеинкиназы-1эпсилон 
существенно нарушается в легких, головном мозге, печени, сердце и почках крыс после одноразового внутритрахеального 
введения наночастиц серебра. Наиболее выраженные изменения в экспрессии этих генов наблюдались через 1 или 3 дня 
после введения этих наночастиц. Результаты данной работы свидетельствуют о возможном влиянии наночастиц серебра на 
важные механизмы регуляции метаболических процессов в клетках на уровне экспрессии генов ключевых протеинкиназ, 
что может приводить к нарушению сигнальных каскадов в клетках и развитию патологических состояний. 


Ключевые слова: протеинкиназа ЗМАВК, казеинкиназа- Ізпсилон, наночастицы серебра, легкие, печень, мозг, крысы. 


ЕЕЕЕСТ ОЕ ЗПУЕВ МАМОРАКТІСІЕЅ ОМ ТНЕ ЕХРКЕЅЅІОМ ОЕ ЗЭМЕГАМР-АСТТУАТЕО РЕКОТЕЮХ КІМАЅЕ 
АМО САЗЕЇХ КІМАЅЕ-1ЕРЅП.ОМ ІХ РІЕКЕВЕХТ ВАТ ОВСАМЗ 


Міпсрепко Р.О., ВохћКо І.У., 7іпсһепко Т.О., Ки7пебоуа А.У., рипап О.М., УауогоузКу О.Р., МіпспепКо О.Н. 


Еесї ої зПуег папорагіісІеѕ оп ће ехргеѕѕіоп ої ЗМЕ1/АМР-аснуже4 ргоеш Кіпаѕе апа саѕеіп Кіпа5е-Іерзіїоп іп 1 егепі гаї 
огвапѕ үаѕ ѕіпйеа. Ме һауе ѕһоуп Һа Ше ехргеѕѕіоп ої ргоѓеіп Кіпаѕе ЅМАКК апа сазеш Кіпаѕе-1ерѕПоп пав МА ѕірпійсапіу 
аіѕёшгБапсе ш гаї Іипр, Бгаш, Пуег, Беагі апа Кідпеу аћег 5іпбіе іпігаігасһеаПу ітеайтепі ул зЦуег папорагііс1еѕ. Махіта! аҝесі 
ої ѕПуег папорагіїсіє5 оп ће ехргеѕѕіоп ої еѕе репеѕ уаѕ обзегуе4 іп 1 ог 3 ауѕ айег ігеабтепі об гаіѕ. ВезиН$ ої 15 
шуезНоайоп Ӣетопѕігаѓеа (ћаї зПуег папорагИс!ез сап а ес ѕоте йтрогіапі гериціаюгу песбапізгтя ууБісі сопігої се теѓабоіѕт 
ма ргоеш Кіпаѕе репе ехргеѕѕіоп. РіѕіџигБапсе ої 15 репе ехргеѕѕіоп сап еѕігоу Ше сеПшаг 5ієпа! рай\ауз апа Іеайѕ їо 
аеуеІоріпе ої раїроіовіса! ргосеѕѕеѕ. 


Кеу моғӣ5: ргоќеіп Кіпаѕе ЅМАКК, саѕеіп Кіпаѕе-1ерѕоп, зПуег папорагісеѕ, Пипе, Пуег, бгаіп, га{5. 
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ОПТИМУМ И ПЕССИМУМ СИЛЫ РАЗДРАЖЕНИЯ 
В ЯВЛЕНИЯХ МОДУЛЯЦИИ НЕСПЕЦИФИЧЕСКОЙ РЕЗИСТЕНТНОСТИ ОРГАНИЗМА 
ПРИ ПРОТИВООПУХОЛЕВОЙ ВАКЦИНОТЕРАПИИ 


Орловский А.А., Шляховенко В.А., Мосиенко В.С., Карнаушенко Е.В., Вербиненко А.В., 
Милиневская В.А., Залеток С.П. 
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Надійшла до редакції 13.02.2010 


Исследовали модуляцию неспецифической противоопухолевой резистентности организма (НПРО) у мышей с перевивными 
опухолями (карциномой легких Льюис или меланомой В16, метастазирущими в легкие) при различных вариантах терапии с 
использованием сингенных противоопухолевых гликопептидных вакцин. Показано, что число метастатических поражений 
легких характеризуется практически абсолютной обратной корреляцией (р = -0,98) с канцеролитической активностью 
сыворотки, которая, в свою очередь, является высоко эффективным интегральным критерием НПРО. Фазовая 
динамика парабиотического процесса в системе НПРО оказалась зависимой от дозы вакцины и штамма опухоли, т.е. 
от силы антигенного раздражения. Таким образом, продемонстрирована сильная связь между специфическим 


антигенным раздражением и НПРО. 


Ключевые  слова:. неспецифическая 
канцеролитическая активность. 


ВВЕДЕНИЕ 


Проблема физиологической взаймосвязи между 
формированием специфического иммунитета и 
модуляцией неспецифической резистентности при 
вакцинации, насколько нам известно, не только не 
решена, но даже никем не поставлена в полном 
объеме. Имеющееся состояние этого вопроса можно 
схематически очертить следующим образом. 

Закономерности формирования специфического 
(как клеточного, так и гуморального) иммунитета при 
вакцинации на сегодняшний день изучены довольно 
полно, им посвящены целые библиотеки статей, 
монографий и учебников. Однако почти все они 
посвящены сугубо  иммунологическим аспектам 
проблемы, тогда как традиционно-физилогические 
аспекты рассмотрены лишь в очень немногих, причем 
старых источниках. Пожалуй, наиболее полные 
данные по этому вопросу можно найти в серии 
монографий П.Ф.Здродовского [1 - 4]. С общефизио- 
логической точки зрения, наибольший интерес в них 
представляют данные о модуляции иммунного ответа 
в зависимости от дозы вводимого антигена, а также 
при одновременном введении нескольких антигенов. 
Независимо от конкретных механизмов таких 
модуляций (а таких механизмов, на уровне 
современных иммунологических знаний, можно 
представить несколько), их феноменология может 
быть  интерпретирована как проявление закона 
оптимума и пессимума Н.Е.Введенского, а отсюда 


противоопухолевая 


резистентность организма, перевиваемые опухоли, 


лежит прямой путь к физиологически обоснованному 
конструированию вакцин. 

Еще более скудны сведения о физиологических 
закономерностях модуляции клеточных реакций 
неспецифической резистентности (фагоцитоза, ЕК- 
активности) при вакцинации. То есть работ, в которых 
так или иначе исследовались эти параметры, очень 


много, но практически все они выполнены по 
стандартам доклинических ИЛИ клинических 
испытаний вакцинных препаратов. Так что 


количественные зависимости результатов соответст- 
вующих реакций от дозы вводимого антигена и тем 
более от параметров реакционной смеси изучены 
совершенно недостаточно для серьезных физио- 
логических выводов. 

Наконец, в отношении модуляции гуморальных 
факторов неспецифической противоопухолевой, а 
равно и противовирусной резистентности при 
вакцинации и вовсе отсутствуют какие-либо сведения. 
Причина такого положения вещей состоит в 
несовершенстве существовавшего до недавнего 
времени методического арсенала. 

Так, в отношении противоопухолевых факторов, 
на первый взгляд, подобные исследования должны 
были быть выполнены еще в 30-х, в крайнем случае, в 
50-х годах прошлого столетия. Ведь именно тогда (и 
вплоть до середины 70-х годов, когда эти работы 
были прекращены из-за противоречивости данных, 
полученных с помощью традиционной методики) 
школой А.А.Богомольца и Р.Е.Кавецкого велись 
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весьма активнье исследования гуморальной 
составляющей неспецифической противоопухолевой 
резистентности и в первую очередь реакции 
канцеролиза (РКЛ) как важнейшего ее критерия. 
Наиболее полный обзор этих исследований 
представлен в монографии Г.Ф.Дядюши и 
З.П.Булкиной [5]. Однако в те годы подобное 
исследование, к сожалению, было невозможно из-за 
недостатков существовавшего тогда методического 
подхода к исследованию канцеролитической 
активности. Эти недостатки были впервые 
преодолены лишь в последнее время, после того как 
методика постановки РКЛ была усовершенствована 
[6], благодаря чему были установлены ранее 
неизвестные закономерности реакции [7, 8]. 
Канцеролиз - свойство сыворотки или плазмы 
крови, а также интерстициальной жидкости человека 
и животных лизировать клетки как ксеногенных или 
аллогенных, так и сингенных опухолей, к которым у 
донора сыворотки (плазмы) нет и не может быть 
специфического иммунитета, поскольку он никогда не 
контактировал с антигенами, отличающими клетки 
этой опухоли от собственных клеток донора 
сыворотки. Это явление впервые обнаружено 
австрийскими исследователями еще в 1910 году [9]. 
РКЛ может происходить даже в том случае, когда 
сыворотка донора специально истощена антигенами 
нормальных тканей донора опухоли. Нами было 
обнаружено [7, 8], что РКЛ определяется не столько 
прямым разрушением плазмалеммы (например, 
перфорином), сколько  индукциєй аутофагии, 
контролируемой через сигнальные пути, 
опосредованные протеинкиназами С и А. 
Установлено также, что канцеролитический индекс 
(КЛИ) есть «равнодействующая» собственно цитолиза 
и митотического деления клеток пролиферативного 
пула, в результате чего РКЛ протекает волнообразно, 
квазипериодически. В соответствии с этими данными, 
нами была усовершенствована методика постановки 
РКЛ [6], в результате чего впервые стало возможно 
использовать КЛИ как адекватный интегральный 


критерий неспецифической противоопухолевой 
резистентности организма донора сыворотки. 
Усовершенствованная методика РКЛ успешно 
применяется нами на протяжении 5 лет не только для 
научных исследований, но и для скриннинга 
противоопухолевой активности разнообразных 
пищевых продуктов и нецитотоксических 


лекарственных препаратов [10, 11]. 

Совершенно аналогичная ситуация имела место и 
в отношении исследования неспецифических 
противовирусных ингибиторов, открытых 
практически одновременно в СССР и США в конце 
40-х годов [12, 13] и подвергавшихся интенсивным 


исследованиям до середины 70-х [14]. Их 
исследование также было прекращено из-за 
несовершенства методических и методологических 
подходов, обусловившего противоречивость 


результатов, и возобновлено лишь через много лет на 
новой основе [15, 16]. 


Таким образом, вопрос о физиологических 
закономерностях модуляции гуморальной 
компоненты неспецифической резистентности 


организма при вакцинации совершенно не разработан 
ни в отношении противоопухолевых, ни в отношении 
противовирусных вакцин. Поэтому целью настоящей 
работы было исследование закономерностей 
модуляции неспецифической противоопухолевой 
резистентности организма животных с перевивными 
опухолями при противоопухолевой вакцинотерапии. 
Полученные данные интерпретировали в рамках 
парадигмы, порождаемой одним из «первых 
принципов» физиологии - законом оптимума и 
пессимума силы раздражения Н.Е.Введенского. 


МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 


Экспериментальные модели и схема опытов. 
Определяли влияние различных вариантов 
полипептидных вакцин на уровень неспецифической 
противоопухолевой резистентности организма мышей 
с перевиваеиой карциномой легких Льюис (синонимы 
- ЗІ, М.С) или меланомой В16. Оба опухолевых 
штамма являются эталонными экспериментальными 
моделями метастазирующих (в легкие) опухолей и 
постоянно поддерживаются пассажами іп уїуо на 
мышах линии С37ВІ//6 разводки вивария ИЗПОР им. 
Р.Е.Кавецкого НАН Украины. Эксперименты на 
обеих моделях проводили по одной и той же схеме. 
Опухоли перевивали в мышцу правой голени, вводя 
по 2,5х10° опухолевых клеток на животное в объеме 
0,1 мл изотонического раствора хлорида натрия. 
Суспензию клеток получали механическим способом, 
без трипсинизации опухолевой ткани. Подопытных 
животных разделяли на следующие группы: «И» - 
интактные животные; «1» — «6» – группы животных, 
подвергавшихся перевивке опухолей: «1» - контроль 
(мыши, подвергавшиеся лишь перевивке опухолей, но 
не лечебным воздействиям); «2» — мыши, 
вакцинированнные эквивалентом 1,0х10° опухолевых 
клеток на 1 инъекцию; «3» - то же, 5,0х10° 
опухолевых клеток; «4» - мыши, получавшие 
иммобилизированную на наночастицах двуокиси 
кремния вакцину, эквивалент 1,0х10° клеток; «5» — то 
же, 5,0х10° клеток; «6» — мыши, получавшие препарат 
Ферран (коллоидную взвесь наночастиц 
органического комплекса железа). Ферран обладает 
широким спектром биологических активностей, в том 
числе и противоопухолевой [17]. Группа 6 введена в 
исследование для оценки степени антигенной 
специфичности наблюдаемых эффектов. Ферран 
вводили животным таким же способом и в те же дни, 
что и вакцины. Мышей забивали путем декапитации 
через 27 суток после перевивки опухолей, т.е. через 6 
суток после последней инъекции вакцины. 

В некоторых группах у определенной части 
животных не были выявлены ни первичные опухоли, 
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ни метастазы. Такие подгруппы животных 
обозначены номером группы с индексом А (например, 
подгруппа ЗА - мыши из группы 3, у которых 
первичные опухоли и метастазы не обнаружены), 
тогда как подгруппы животных с опухолями и 
метастазами - номером без индекса. 

Вакцинация. Вакцинацию животных проводили 
по терапевтической схеме, т.е. только после 
перевивки опухолей. Использовали гомологичную 
(т.е. приготовленню из опухолей того же штамма, 
взятых от других особей той же линии) 
гликопептидную вакцину, приготовленную по 
оригинальной методике [18]. Вакцины вводили 
животным в объеме 0,1 мл изотонического раствора 
хлорида натрия подкожно, контралатерально по 
отношению к перевитой опухоли, 1 раз в неделю, 
начиная со следующих суток после перевивки 
опухоли (всего 3 инъекции). 

Оценка результатов. эффекта 
модуляции гуморальной компоненты 
неспецифической противоопухолевой резистентности 
проводили с помощью РКЛ в нашей оригинальной 
модификации, проводимой в соответствии с нашим 
патентом [6]. Значение КЛИ при этом вычисляли по 


формуле 


Оценку 


5: С контроля - У С ‚опыта 
КЛИ = із! - і=1 г 
ра С контроля 


і=1 
где п - число учетных точек на протяжении срока 
инкубации. При этом КЛИ положителен, если 
соотношение «лизис/деление» возрастает в опытном 
образце по сравнению с контрольным, и отрицателен 
в обратной ситуации. Параллельно определяли массу 
первичных опухолей и количество макроскопических 
метастазов в легких. 

Для статистической обработки результатов 
использовали непараметрические ранговые критерии 
(критерий Вилкоксона - Манн-Уитни и коэффициент 
корреляции Спирмена), поскольку определяемые в 
данном исследовании величины, как известно, обычно 
не подчиняются закону нормального распределения. 


РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 


Статистически значимых различий между 
контрольной («1») и опытными группами животных 
по средней массе первичных опухолей у тех 
животных, у которых таковые возникли, не было 
выявлено, однако по величине КЛИ сыворотки и по 
среднему количеству метастазов на животное 
(вычисленному также лишь для животных с 
метастазами) эти группы существенно различались. 

Величины КЛИ сыворотки у животных с 
карциномой Льюис приведены на рис. 1. 


Зависимость 


Рис. 1. канцеролитического | индекса 
сыворотки крови мышей с карциномой Льюис от варианта 
вакцинации. Данные (по оси ординат) приведены в % от 
уровня интактных животных, который соответствует 
нулевой линии. 


Уровни статистической достоверности попарных 
различий между группами животных приведены в 
Таблице 1. 

Видно, что у всех животных с опухолями 
КЛИ снижен по сравнению с интактными 
животными, т.е. скорость реакции канцеролиза у 
них меньше, что полностью соответствует 
классическим данным об этой реакции. Во всех 
группах мышей, подвергавшихся вакцинотерапии 
или введению препарата Ферроцен, снижение КЛИ 
было менее выраженным, чем в контроле, т.е. 
наблюдалась стимуляция канцеролитической 
активности. Наиболее выраженная стимуляция 
была получена в группах 3 (ЗА) и 6 (6А). В этих 
группах у мышей с опухолями КЛИ мало отличался 
от такового у интактных животных, а у тех мышей, 
у которых опухоли и метастазы не возникли 
благодаря терапии (т.е. во всех подгруппах с 
индексом А), даже существенно превышал уровень 
интактных животных. 

На рис. 2 данные этих опытов представлены 
в ранжированном виде и в сопоставлении с 
ранжированными данными о количестве 
метастазов, как они были использованы для 
вычисления коэффициента ранговой корреляции 
Спирмена. Видно, что между средним по группе 
количеством метастазов на животное и КЛИ 
существует ярко выраженная обратная корреляция. 
Коэфициент корреляции  Спирмена для этих 
величин составил (-0,98), т.е. корреляция близка к 
абсолютной. 
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Таблица 1 
Рассчитанные по критерию Вилкоксона-Манн-Уитни уровни достоверности (96) попарных различий между 
группами мышей, подвергнутых перевивке карциномы легких Льюис, по числу метастатических поражений 
легких и канцеролитическому индексу 


Число метастазов на мышь 
Группы 0 1 2 3 4 5 6 ЗА |4А | бА 
животных | (И) 


0 (И) --- | >99 | >99 | >99 | >99 | >99 | >99 | 50 | 50 | 50 
1 >99 | --- | 270 | >95 | >90 | 290 | 295 | 299 | 299 | >99 
2 >99 | >70 | --- | >80 | 270 | >70 | >80 | 299 | 299 | >99 
3 >99 | >95 |280 | -- |260 | >60 | 260 | 299 | 299 | >99 
4 >99 | 290 | 270 | 260 | --- | >60 | 270 | 299 | 299 | >99 
5 >99 | 290 | 270 | 260 | >60 | -- |270 | 299 | 299 | >99 
6 >99 | 295 | 280 | 260 | >70 | 270 | --- | 299 | >99 | >99 
ЗА 50 | 299 | 299 | 299 | 299 | 299 | 299 | --- | 50 | 50 
4А 50 | 299 | 299 | 299 | >99 | >99 | 299 | 50 | --- | 50 
бА 50 | 299 | 299 | 299 | >99 | >99 | >99 | 50 | 50 | --- 


Канцеролитический индекс 
Группы 0 1 2 3 4 5 6 ЗА |4А | бА 
животных | (Й) 


0 (И) --- 1299 | >99 | >99 | >99 | >99 | >99 | >99 | >99 | >99 
1 >99 | --- | >70 | >99 | >99 | >99 | >99 | >99 | >99 | >99 
2 >99 | >70 | --- | 295 | >95 | >95 | >95 | >99 | >99 | >99 
3 >99 | >99 | >95 | --- | >70 | >60 | >60 | >95 | >95 | >99 
4 >99 | >99 | >95 | >70 | --- | 260 | >80 | >95 | >95 | >99 
5 >99 | >99 | >95 | >60 | >60 | -- | >70 | >95 | >95 | >99 
6 >99 | >99 | >95 | >60 | >80 | >70 | --- | >99 | >95 | >99 
ЗА >99 | >99 | >99 | >95 | >95 | >95 | >99 | --- | >70 | >90 
4А >99 | >99 | >99 | >95 | >95 | >95 | >95 | >70 | --- | >95 
бА >99 | >99 | >99 | >99 | >99 | >99 | >99 | >90 | >95 | --- 
30 
|= канцеролитический индекс 1 
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Рис. 2. Ранжированные данные о зависимости канцеролитического индекса сыворотки крови и среднего числа легочных 
метастазов на животное у мышей с карциномой Льюис от варианта вакцинации. 
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Совершенно аналогичные опыты были 
поставлены на другой метастазирующей модели — 
меланоме В16, результаты которых представлены на 
рис. 3. 
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Рис. 3. Зависимость канцеролитического индекса 
сыворотки крови мышей с меланомой В16 от варианта 
вакцинации. Данные (по оси ординат) приведены в % от 
уровня интактных животных, который соответствует 
нулевой линии. 


Как и в опытах с карциномой Льюис, при 
нескольких вариантах вакцинации животные, 
подвергшиеся перевивке опухолей, разделились на 2 
подгруппы, в одной из которых опухоли и метастазы 
не развивались. КЛИ сыворотки крови таких мышей 
значительно превышал средние значения по группе 
интактных животных, причем такое превышение было 
значительно большим, нежели в аналогичных 
подгруппах животных с карциномой Льюис. Вместе с 
тем, имело место и существенное различие между 
этими двумя сериями опытов. На диаграмме видно, 
что в случае меланомы В16 снижение КЛИ в 
контрольной группе было весьма незначительным и 
находилось на пределе чувствительности метода. В 
тех подгруппах вакцинированных животных, где 
опухоли и метастазы все же развились, за 
исключением группы 4, в отличие от мышей с 
карциномой Льюис, не только не происходило 
индукции канцеролитической активности, но и 
наблюдалось значительное углубление ее суппрессии 
по сравнению с контролем. 

Таким образом, в опытах на обеих моделях 
отмечен резко гетерогенный эффект каждого из 
вариантов вакцины. Группы вакцинированных 
животных разделялись на подгруппы, в которых 
эффект вакцинации был принципиально различным. В 
подгруппах, обозначенных индексом А, наблюдался 
радикально позитивный эффект вакцинации: у этих 
мышей не развивались ни первичные опухоли, ни 
метастазы, а уровень неспецифической противо- 
опухолевой резистентности организма возрастал до 


значений, намного превышающих характеристики 
интактных животных. В то же время в подгруппах, 
обозначенных номером без индекса, терапевтический 
эффект вакцин на развитие опухолей и метастазов 
был невелик или вовсе отсутствовал, а 
неспецифическая противоопухолевая резистентность 
при одних комбинациях опухолевой модели и 
варианта вакцины возрастала, при других же, 
наоборот, снижалась по сравнению с контролем. 

Вполне очевидно, что такое разнообразие реакций 
требует интерпретации на основе первых принципов 
физиологии и, прежде всего, закона оптимума и 
пессимума силы раздражения Н.Е.Введенского. Без 
такой интерпретации оно представляется 
совершенным хаосом и не дает никакой возможности 
для рационального выбора оптимального режима 
вакцинации. В свою очередь, для применения закона 
Введенского к анализу какого-либо эксперимен- 
тального материала необходимо составить представ- 
ление о закономерностях развития самого раздража- 
ющего воздействия. Учитывая схему наших 
экспериментов и пользуясь общеизвестными данными 
о кинетике роста перевиваемых опухолей, это 
представление можно сформулировать следующим 
образом. 

Трансплантированные опухолевые клетки на 
протяжении лаг-периода находятся в покоящемся 
состоянии и создают антигенное раздражение 
небольшой, но приблизительно постоянной силы, 
которая обеспечивает некоторый уровень 
экзальтации. В этот же период происходит форми- 
рование иммунного ответа на вакцину - как минимум, 
вплоть до стадии презентации антигена. Дальнейшее 
введение вакцины привносит дополнительное 
раздражение, сила которого зависит от дозы вакцины 
и ее антигенности (в частности, наличия или 
отсутствия иммобилизации). 

Карцинома Льюис. Свободная вакцина в малой 
дозе (эквивалент 1,0х10° клеток) дает очень слабый 
эффект, который можно идентифицировать с началом 
экзальтационной фазы парабиотического процесса. 
Этот эффект, скорее всего, подпороговый, поскольку 
не наблюдается гетерогенизации группы по 
индивидуальной реактивности. Увеличенная доза 
свободной вакцины (эквивалент 5,0х10° клеток) 
вызывает гетерогенизацию группы по индивидуаль- 
ной реактивности, так что эффект в подгруппе 3 
можно рассматривать как близкую к «середине», а 
эффект в подгруппе ЗА - как близкую к вершине 
экзальтационной фазы. 

Иммобилизированная вакцина в малой дозе 
(эквивалент 1,0х10° клеток) вызывает эффект, 
который в подгруппе 4 может быть расценен как 
середина экзальтационной фазы (чуть ниже, чем у 
подгруппы 3), а в подгруппе 4А - как конец 
уравнительной -— начало парадоксальной фазы. 
Наконец, иммобилизированная вакцина в высокой 
дозе (эквивалент 5,0х10° клеток) приводит к началу 
тормозной стадии во всей группе 5, без 
гетерогенизации. 
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Меланома В16. Свободная вакцина в малой дозе 
(эквивалент 1,0х10° клеток) действует примерно так 
же, как в опыте с Льюисом действовала свободная 
вакцина в дозе, эквивалентной 5,0х10° клеток); 
свободная вакцина в высокой дозе (эквивалент 
5,0х10° клеток) - качественно так же, но несколько 
сильнее. Иммобилизированная вакцина в малой 
дозе (эквивалент 1,0х10° клеток) дает еще немного 
больший эффект того же типа. Иммобилизированная 
вакцина в высокой дозе (эквивалент 5,0х10° клеток) 
дает в подгруппе 5А дальнейшее увеличение эффекта 
экзальтации а подгруппу 5 переводит в 
парадоксальную или тормозную стадию. Вывод: 
подгруппы с индексом А имеют реактивность, 
сниженную в результате «флегматизации», т.е. 
снижения базового уровня реактивности. 

В группах (6+6А) обоих опытов эффект подобен 
группам (3+3А) и (4+4А) в Льюисе и (2-2А) - (5+5А) 
в В16, отличаясь от него лишь количественно, да и то 
ненамного. Следовательно, модуляция  канцеро- 
литической активности при вакцинации не является 
антигенно-специфичной. 

Таким образом, «преломление» полученных 
данных через «призму» закона оптимума и пессимума 
Н.Е.Введенского дает возможность сделать из этих 
данных нижеследующие выводы, которые были бы 
совершенно недостижимы (выводы 1 - 4) или 
искажены (вывод 5) без применения этого закона. 


ВЫВОДЫ 
1. Истинная величина модуляции гуморальной 
компоненты неспецифической противно- 


опухолевой резистентности организма возрастает 
вместе с ростом силы антигенного раздражения. 


При этом, однако, эффективная величина 
модуляции может снижаться в случае 
превышения оптимальных доз антигенного 
раздражителя. 

2. Эффект модуляции неспецифической 
противоопухолевой резистентности, в свою 


очередь, антигенно неспецифичен и обусловлен 
адсорбцией раздражителя (в практически равной 
степени - презентуемого опухолевого антигена 
или искусственньх наночастиц) на 
поверхностных структурах эффекторных клеток. 

3. Антигенность вакцины, иммобилизированной на 
наночастицах двуокиси кремния, значительно 
выше, чем антигенность свободной вакцины. 

4. Антигенность клеток меланомы В16 выше, чем 
антигенность клеток карциномы Льюис. 

5. Из использованных в наших экспериментах 
вариантов вакцины, оптимальный эффект 
обеспечивали: в отношении карциномы Льюис — 
свободная вакцина в высокой дозе (эквивалент 
5,0х10” клеток), что соответствует группе 3 
подопытных животных, а в отношении меланомы 
В16 - иммобилизированная вакцина в малой дозе 
(эквивалент 1,0х10° клеток), что соответствует 
группе 4 подопытных животных. 
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ОПТИМУМ И ПЕССИМУМ СИЛЫ РАЗДРАЖЕНИЯ В ЯВЛЕНИЯХ МОДУЛЯЦИИ НЕСПЕЦИФИЧЕСКОЙ 131 
РЕЗИСТЕНТНОСТИ ОРГАНИЗМА ПРИ ПРОТИВООПУХОЛЕВОЙ ВАКЦИНОТЕРАПИИ 


ОПТИМУМ ТА ПЕСИМУМ СИЛИ ПОДРАЗНЕННЯ В ЯВИЩАХ МОДУЛЯЦІЇ НЕСПЕЦИФІЧНОЇ 
РЕЗИСТЕНТНОСТІ ОРГАНИЗМУ ПРИ ПРОТИПУХЛИННІЙ ВАКЦИНОТЕРАПІЇ 


Орловський О.А., Шляховенко В.О., Мосієнко В.С., Карнаушенко О.В., Вербіненко А.В., Міліневська В.О., 
Залеток С.П. 


Досліджували модуляції неспецифічної протипухлинної резистентності організму (НПРО) у мишей з перщеплюваними 
пухлинами (карциномой легких Льюїс або меланомою В16, які метастазують у легені) при різних варіантах терапії з 
використанням сингенних протипухлинних глікопептидних вакцин. Виявлено, що число метастатичних уражень легенів 
характеризується практично абсолютною звротною кореляцією (р = -0,98) з канцеролітичною активністю сироватки, яка, в 
свою чергу, є високо ефективним інтегральним критерієм НПРО. Фазова динаміка парабіотичного процесу в системі НПРО 
виявилася залежною від дози вакцини і штаму пухлини, тобто від сили антигенного подразнення. Таким чином, 
продемонстровано сильний зв'язок між специфічним антигенним подразненням 1 НПРО. 


Ключові слова: неспецифічна протипухлинна резистентність організму, перещеплювані пухлини, канцеролітична 
активність. 
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ДОСЛІДЖЕННЯ ПОЯВИ В КРОВОТОЦІ БІЛКІВ-МАРКЕРІВ 
ГЕМОСТАТИЧНОГО ДИСБАЛАНСУ ОРГАНІЗМА 
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Київський Національний Університет імені Тараса Шевченка 
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Зроблена спроба кількісно та якісно охарактеризувати білкі, які з'являються в кровотоці при різних патологіях системи 
гемостазу та можуть вказувати на виникнення дисбалансу гемостатичного каскаду. З використанням сучасних методів 
білкової хімії показано присутність в складі розчинних фібрин-мономерних комплексів білків з молекулярною масою від 
330 кДа до 60 кДа. Співвідношення розчинних фібрин-мономерних комплексів та Д-димеру може бути показником ступеня 


порушення балансу між системою зсідання та фібринолізу. 


Ключові слова:. розчинні фібрин-мономерні комплекси, вестерн-блот аналіз. 


ВСТУП 


Гемостатичний баланс можна розцінювати як 
рівновагу між двома протилежними процесами - 
згортанням крові та фібринолізом. Система зсідання 
крові являє собою каскад біохімічних реакцій, 
спрямованих на утворення фібринового згустку з його 
неактивного попередника фібриногену під дією 
ферменту тромбіну [1]. Основна біологічна функція 
фібриногену є його властивість під дією тромбіну 
переходити в активну форму мономерний фібрин. 
Подальша полімеризація та утворення трьохмірної 
сітки, яка є основою згустку, зумовлена 
особливостями структури цього білка [2]. 
Ферментативне розщеплення фібринового згустку 
призводить до накопичення в плазмі розчинних 
фрагментів, які виступають маркерами порушення 
системи гемостазу. Підвищений рівень цих продуктів 
супроводжує тромбоз глибоких вен, синдром 
дисемінованого внутрішньосудинного згортання 
крові, травми, хірургічн втручання, інфекції, 
розвиток пухлин, серповидно-клітинну анемію [3]. 
Отже, рівень продуктів деградації 
фібриногену/фібрину під час терапії тромболітиками 
може свідчити про стан патологічного процесу та 
ефективність лікування. Тому розробка нових 
підходів до виявлення продуктів розщеплення 
фібриногену/фібрину(ПРФ) у плазмі крові людини 
має велике значення для лабораторної клінічної 
діагностики. 

При патологічній надмірній активації фібринолізу 
у кров | з'являються продукти розщеплення 
фібриногену: Х, У, Д, Е-фрагменти, які самі по собі 
можуть ускладнити порушення, що виникло. 
Наприклад, суттєвою особливістю фрагменту Д є 
сильна інгібуюча дія на полімеризацію фібрину, яка 
виражається в затримці його згортання, а ранній 


фрагмент Х зберігає властивість зсідатись з 
тромбіном 1 бере участь у побудові полімеру [4, 5]. 
Особливо важливим при порушенні 


гемостатичного балансу є виявлення фрагментів Д та 
ДД, які вважаються молекулярними маркерами 
патологій системи гемостазу. За показником рівня 
ПРФ захворювання можна поділити на три групи. До 
перших ми відносимо захворювання, де домінує 
первинний фібриноліз, за якого в плазмі виявляється 
підвищений рівень Д-фрагменту (захворювання 
печінки, цироз). Існують захворювання, в яких 
переважає вторинний фібриноліз, тоді у плазмі 
переважно знаходиться | ДД-фрагмент. Відомі 
патології, за яких вторинний та первинний фібриноліз 
збалансовані, тобто у кровотоці присутні, як Д 
фрагмент, так і Д-димер. До цієї групи відноситься, 
зокрема, ускладнення вагітності [6]. У цьому разі Д та 
ДД-фрагменти набувають важливого діагностичного 
значення. 

У зв'язку з цим виявлення продуктів деградації 
фібриногену/фібрину у плазмі крові при різних 
патологіях є важливим, насамперед, для розуміння 
механізмів взаємозв'язку між функціонуванням ланок 
системи гемостазу в організмі і мають не тільки 
теоретичне, а й практичне значення. 

Метою даної роботи було дослідження появи в 
кровотоці білків-маркерів виникнення дисбалансу 
гемостатичного каскаду, що накопичуються в плазмі 
крові при різних патологіях, пов'язаних з системою 
гемостазу. 


МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ 


В роботі використовували плазми хворих на 
гострий інфаркт міокарду (15 хворих), пацієнтів з 
важкими опіками (17 пацієнтів) та жінок, у яких була 
ускладнена вагітність (14 жінок). Схема експерименту 
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була наступною: зразки плазми крові осаджували 
різними методами, потім проводили  електро- 
форетичне розділення отриманих осадів методом 
диск-електрофорезу в  поліакриламідному гелі з 
додаванням додецисульфату натрію. Після 
електрофоретичного розділення проводили метод 
вестерн-блотинг з використанням відповідних антитіл 
до досліджуваних білків та їх фрагментів. По 
завершенні процедури вестерн-блотингу отримані 
результати аналізувались за допомогою програми 
Обробку отриманих методом диск-електрофорезу 
електрофореграм проводили за допомогою програми 
ІпареМаѕѓег ТоаШаБ у.2.01 (Атетѕһат Віоѕсіепсез). 
Програма  ПпаєеМазіег ТоѓаПаБЬ у.2.01 враховує 
похибку методу та дозволяє отримувати статистично 
достовірні результати. 

Імунізацію кролів проводили білковими 
препаратами (фрагменти фібриногену/фібрину, 
сироватковий альбумін людини 96-98% чистоти) 
підшкірно шостьома щепленнями. Для підвищення 
титру антитіл використовували повний адьювант 
Фрейда. Кров брали на 10 - 14 день після останнього 
щеплення. Всі процедури, пов'язані з імунізацією, 
проводили згідно стандартних методик [7]. 

Сироватку крові ссавців отримували з цільної 
крові. Для вилучення фібриногену та супутніх білків 
кров залишали при 37" С на 4 години та потім 
центрифугували при 2000 о протягом 40 хв [7]. 

З кров  імунізованих тварин одержували 
сироватку, яку висолювали насиченим розчином 
сульфату амонію до кінцевої концентрації 45%. Висол 
центрифугували протягом 30 хвилин за 2000 об./хв на 
центрифузі РС-6, осад розчиняли у половині 
початкового об'єму 0,05 М трис-НСІ буфера, рН 7,4 та 
діалізували. Для одержання фракції антитіл з висолу 
супернатанту було обрано метод хроматографії на 
протеїн А сефароз1. Протеїн А є білком здатним 
специфічно з високою  афінністю зв'язувати 
імуноглобуліни класу С. Така властивість зробила 
його зручним і популярним лігандом одержання 
сумарних імуноглобулінів. Для очистки 
імуноглобулінової фракції  віддіалізований осад 
наносили на протеїн А сефарозу. Колонку відмивали 
10 об'ємами 0,05 М трис-НСІ буфера, рН 74 та 
елюювали 100 мМ гліцин-НСІ буфером, рН 2,8. 
Фракції збирали по 1 мл та негайно нейтралізували 1 
М розчином трису до рН 7,6. Фракції імуноглобулінів 
діалізували проти 0,05 М трис-НСІ буфера, РН 7,4 
протягом ночі при температурі 4°С [8]. 

Фрагмент Д фібриногену одержували гідролізом 
фібриногену, який проводили при 37°С у 0,05 М трис- 
НСІ буфері рН 7.4, у присутності 0,001 М СаСЬ. 
Концентрація фібриногену - 14 мг/мл, активність 
плазміногену - 0,2 к.о./мл, стрептокінази - 50 од/мл. 
Гідроліз проводили протягом 6-3 годин. Реакцію 
зупиняли додаванням б-аміногексанової кислоти до 
0,2М 1 соєвого інгібітора трипсину (0,05М). Плазмін 
видаляли на лізин-сефарозі. Для виділення фрагментів 
використовували іонообміну хроматографію на КМ- 


сефадексі С-50. Матеріал наносили в 001 М 
фосфатному буфері рН 6,0. Швидкість „нанесення та 
швидкість елюції складала 1,0 мл/см'/хв. Елюцію 
матеріалу, що зв'язався з колонкою, проводили в 0,1 
М ое. буфері рН 7,4, 0,3 М МаС1. Зберігали 
при -20 С. [ 

о фібрину ДД та Е отримували 
гідролізом стабілізованого фібрину, який проводили 
плазміном. "Тривалість гідролізу для отримання 
фрагменту Е; складала 4-5 годин, фрагменту Ез - 24 
години за температури 20°С. Інгібування гідролізу 
проводили 5х10° М ДФФ з наступним видаленням 
плазміну методом афінної хроматографії на лізин- 
сефарозі. Для отримання комплексу ДД-Е 
використовували іонообмінну хроматографію на КМ- 
Сефадексі. Матеріал наносили в 0,01 М фосфатному 
буфері рН 6,0. Швидкість нанесення та швидкість 
елюції складала 1,0 мл/см'/хв. Елюцію матеріалу, що 
зв'язався з колонкою, проводили в 0,1 М фосфатному 
буфері рН 7,4, 0,3 М Мас! [9]. 

Метод вестерн-блоту проводили відповідно до 
стандартного протоколу з деякими модифікаціями. 
Ідентифікацію білків в суміші проводили в кілька 
етапів: електрофорез за методом Лемлі у 10%-му 
поліакриламідному гелі, потім проводили 
перенесення білків з електрофорезного гелю на 
целюлозну плівку [10]. Для ідентифікації протромбіну 
та фрагментів фібрину використовували 
поліклональні антитіла кроля до цих білків. 

Для більше якісної та докладної оцінки РФМК, які 
утворюються, були розроблені методичні прийоми по 
їх якісній та кількісній характеристиці в руслі крові. 
Для характеристики складу фракції  РФМК 
використовували сучасний і досить інформативний 
імунохімічний метод вестерн-блоту. Була підібрана 
оптимальна концентрація поліакриламідного гелю, 
вміст білків в електрофоретичному зразку, 
концентрація первинних і вторинних антитіл, які 
використовуються для ідентифікації зразків. Метод 
вестерн-блоту був обраний тому, що використання 
тільки диск-електрофорезу в системі Лемлі не 
дозволяє ідентифікувати білки як фібриноген/фібрин 
або їх похідні. Це неможливо тому, що в плазмі крові 
присутні інші білки, молекулярна маса яких 
перекривається з молекулярною масою більшості 
фрагментів цих білків системи гемостазу. З огляду на 
це Й те, що не можливо проводити більше якісну 
пробопідготовку по видаленню мінорних білків у 
зразках плазми кров для проведення їх 
електрофоретичного поділу й був використаний метод 
вестерн-блоту. Використання в цьому методу 
специфічних антитіл до певних білок та їх фрагментів 
системи гемостазу дозволяє вирішити поставлені 
перед нами завдання. Як маркерні білки ми 
використали електрофоретично чисті препарати 
фрагментів Е, ДД-Е, МОЅК, ДД. Ці всі фрагменти 
були отримані та охарактеризовані з використанням 
сучасних методів білкової хімії. 
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РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


З огляду на особливу важливість і значимість 
визначення розчинних фібрин-мономерних 
комплексів при виникненні дисбалансу в системі 
гемостазу, що приводить до гіперкоагуляції, була 
зроблена спроба більш докладно охарактеризувати 
процес появи розчинних фібрин-мономерних 
комплексів (РФМК) 1 проаналізувати їх склад при 
різних патологічних станах системи гемостазу, що 


1 2 3 4 1 
330 кла 
У сн 
200 кДа — ете 


А Б 


Савчук О.М. 


носять як первинний характер (стосовно патології в 
організмі), так і вторинний. 

Отриманні результати проведення вестерн-блоту 
фракцій РФМК 1з плазм крові при різних патологіях 
організму представлені на рисунках 1 - 3. 

На рисунку | представлені результати аналізу 
фракції РФМК у плазмі крові в пацієнтів з гострим 
інфарктом міокарда, яким у якості тромболітичного 
агента використали препарат стрептокінази. 


2 3 4 5 6 7 


Рис. 1. Результати вестерн-блот аналізу фракцій РФМК плазм кров! хворих на гострий інфаркт міокарду, яким в якості 
тромболітичного агенту вводили стрептокінази (А - використано поліклональні антитіла проти фібриногену, Б - 
використано поліклональні антитіла проти Е-фрагменту фібриногену): 


сироватковий альбумін людини (негативний контроль); 


фрагмент фібриногену МОЗК (60 кДа); 
фібиноген (330 кДа); 

ДД-Е комплекс (ДД- 200 кДа, Е – 60 кДа); 
5-7 - фракції РФМК 


Фракції РФМК одержували із плазм крові 
пацієнтів на 1 добу після введення стрептокінази в 
русло крові. 

Як первинні антитіла використовували 
поліклональні антитіла проти фібриногену та Е- 
фрагмента фібриногену людини, які були очищенні й 
охарактеризовані з використанням відповідних 
аффінохроматографічних носіїв. 

Результати вестерн-блоту, що приведено на 
рисунку | є підсумковими, тому що попередньо 
проведенні аналізи дозволили оцінити склад фракції 
РФМК в плазмах крові. На цьому блоті ідентифікація 
проводилась тільки за допомогою антитіл проти Е- 
фрагменту, тоді як візуалізація результатів блот- 
аналізу за допомогою антитіл проти фібриногену 
приводиться в якості контролю. Це пов'язане з 
особливим інтересом до Е-фрагменту 
фібриногену/фібрину, присутність якого в плазмах 
крові, особливо в значних кількостях, дозволяє робити 
певні припущення про його участь у ряді біохімічних 
процесів в організмі, які можуть бути пов'язані не 
тільки з функціонуванням системи гемостазу. Існуючі 
літературні дані свідчать на користь того факту, що Е- 


фрагмент може бути присутнім у кровотоці, так 1 те, 
що він задіяний у багатьох біохімічних процесах (11-14). 
Ідентифікація | Е-фрагмента фібриногену/фібрину 
методом  диск-електрофорезу в ПААГ з ДСН 
неможлива через присутність у зразках сироваткового 
альбуміну, молекулярна маса якого близька до 
молекулярної маси Е-фрагмента. Використання 
специфічних до Е-фрагменту поліклональних антитіл 
дозволило стверджувати, що білкова смуга в районі 
70-60 кДа відповідає саме Е-фрагменту 
фібриногену/фібрину. Також показана присутність 
ДД-фрагменту фібрину та значних кількостей РФМК 
із молекулярною масою від 300 кДа та вище. 

З огляду на особливу увагу до виявлення ДД- 
фрагменту фібрину у світовій клінічній практиці, як 
до маркера порушення системи гемостазу, було 
важливо точно підтвердити його наявність у плазмах 
крові, які піддавалися аналізу (Рисунок 2). 

Для цього використовували моноклональні 
антитіла до ДД-фрагменту фібрину людини й провели 
аналіз тих же зразків фракцій  РФМК, які 
досліджувались в попередніх дослідженнях. 
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Рис. 2. Результати вестерн-блот аналізу фракцій РФМК в 
плазмах крові хворих з гострим інфарктом міокарду 
(Використовували моноклональні антитіла проти ДД- 
фрагменту фібрину). 

1 -- ДД-фрагмент фібрину 

2,3 - фракції, отриманні при осадженні етанолом 

4,5 - фракції, отриманні при осадженні фосфатом 


Як видно з представлених даних, в всіх зразках 
було виявлено присутність ДД-фрагменту фібрину. 

Визначення співвідношення РФМК 1 ДД- 
фрагмента фібрину в зразках РФМК може дати 
інформацію про ступінь порушень рівноваги між 
активацією систем зсідання крові та фібринолізу. 

Наявність смуги з молекулярною масою в районі 
300-330 кДа на отриманих вестерн-блотах може 
свідчити про співосадження нативного фібриногену з 
РФМК даними методами одержання фракції РФМК. 

Отримані результати дозволяють припустити, що 
в результаті реакції паракоагуляції розчинні фібрин- 
мономерні комплекси осаджуються в комплексі з 
нативним фібриногеном і фрагментами 
фібриногену/фібрину. 

Також була зроблена спроба проаналізувати 
якісний і кількісний склад РФМК, які присутні в 
плазмі крові пацієнтів, порушення в системі гемостазу 
у яких є вторинними по відношенню до головного 
патологічного процесу в організмі (рис. 3). 

На рисунку 3. представлена типова блотограма 
фракцій РФМК, аналіз якої проводили за допомогою 
програми ПпасеМазег Тоѓа а у. 2.01 (таблиця). 

Виявлено наявність 4 основних 1 декількох 
мінорних смуг залежно від зразка, що досліджувався. 
Електрофоретичний аналіз фракцій РФМК показав 
наявність у складі комплексів білкових компонентів з 
молекулярною масою 330 кДа, 270-240 кДа, 195 кДа, 
100 кДа й 60 кДа, що дало можливість припустити 
наявність комплексів фібрину-мономеру із 
фрагментами фібриногену/фібрину (Х, ДД, Д, Е) 
(таблиця). Використання специфічних антитіл до 


фрагментів  фібриногену/фібрину при проведенні 
вестерн-блота даних зразків фракцій РФМК дозволив 
підтвердити, що у фракцію РФМК входять комплекси 
фібрину із фрагментами ДД, Д та Е. 
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Рис. 3. Результати вестерн-блот аналізу фракцій РФМК із 
плазм крові пацієнтів з різними патологіями, пов'язаними із 
системою гемостазу: 
1-3 - маркери (1 - фібриноген; 2 - ДД-фрагмент 
фібрину; 3 - Е-фрагмент фібрину); 
4,7 - фракції РФМК 1з плазми пацієнтів з гострим 
інфарктом міокарду, осадженні етанолом 1 
фосфатом, відповідно; 
5,8 - фракції РФМК із плазми крові пацієнтів з 
важкими опіками, аналогічно; 
6,9 - фракції РФМК із плазми крові жінок після 
операції кесарів розтин, аналогічно. 


Порівняння складу фракцій РФМК, осаджених 
фосфатними буферами та етанолом, показало, що при 
осадженні етаноловим методом відбувається значне 
співосадження фібриногену (від 23 до 52%), що не 
входить до складу фібрин-мономерних комплексів 1 
дає похибку при визначенні вмісту РФМК у плазмі 
крові. При осадженні фосфатними буферами ми 
спостерігаємо співосадження фібриногену в межах 3- 
11%, що майже не впливає на показники вмісту 
РФМК у плазмі крові. Таким чином, представлені дані 
свідчать про те, що фосфатний метод кількісного 
визначення РФМК є простим, точним, інформативним 
і має перевага в порівнянні з іншими тестами, 
принцип яких заснований на реакціях паракоагуляції. 

Аналіз отриманих  експериментальних даних 
дозволяє зробити висновок про неоднорідність 
фракції РФМК у плазмі крові, що в її склад входять не 
тільки олігомерні структури (що свідчать про 
гіперактивацію системи згортання крові), але також 
фрагменти ферментативного розщеплення фібрину 
фібринолітичною системою. 


Таблиця 
Аналіз фракцій РФМК на вміст окремих білкових компонентів (окремі зразки відповідно до рисунку 3). 
№ 4 № 5 № 6 № 7 № 8 № 9 
Ф, 330 кДа 52% 24 % 23% 3% 9% 11% 
Х, 270 кДа - — 10% 2% = — 
Х, 240 кДа = ен 5 % — — = 
ДД, 195 кДа - 20% 16% - 10% 11% 
Д, 100 кДа - — — 19% 21% 12 % 
Е, 60 кДа 48 % 56% 46 % 76% 60 % 66 % 


Ф - фібрин; Х - Х фрагмент; ДД - Д-димер; Д - Д фрагмент; Е - Е-фрагмент 
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Беручи до уваги даних факт, можна стверджувати, 
що вивчення якісного складу фракції РФМК 
(паралельно з визначенням вмісту розчинних фібрин- 
мономерних комплексів в плазмі крові хворих) 
дозволить визначити ступінь дисбалансу в системі 
гемостазу, що досить важлива, як при оцінці стану 
системи гемостазу, так і при контролі за проведенням 
відповідної терапії в умовах клінічного стаціонару. 

Отримана інформація має певне практичне 
значення у зв'язку з тим, що при деяких патологіях 
вміст продуктів деградації фібриногену/фібрину 
значно підвищується. Відомо, що будь-яке запалення 
супроводжується активацією ферментних систем 
протеолізу, що може бути важливою складовою 
патогенезу ряду захворювань. Порушення рівноваги 
між системами зсідання крові й фібринолізу є 
характерною ознакою будь-якого патологічного 
процесу. Поява в кровотоці значної кількості ПРФ, 
особливо суміші Д- 1 ДД-фрагментів, може сприяти 
геморрагічним ускладненням. У зв'язку 13 цим 
необхідна інформативна лабораторна діагностика 
стану системи гемостазу під час проведення 
тромболітичної терапії та патологіях, які пов'язані з 
підвищенням концентрації фібриногену та 
порушеннями балансу між системами зсідання крові й 
фібринолізу. 

Біологічна роль похідних фібриногену/фібрину не 
обмежується інгібуванням полімеризації фібрину. 
Вони досить ефективно впливають на процес 
активації компонентів системи фібринолізу. Показано, 
що один із продуктів ферментативного розщеплення 
фібриногену, а саме Е-фрагмент, при взаємодії з Глу- 
плазміногеном індукує в останньому формування 
активного центра. У зв'язку із цим дослідження 
впливу фрагментів фібриногену/фібрину на процеси 
гемокоагуляції й фібринолізу є важливими, 
насамперед, для розуміння механізмів взаємозв'язку 
між функціонуванням цих ланок системи гемостазу в 
організмі й мають не тільки теоретичне, а й практичне 
значення. Інформація про механізми регулювання 
системи гемостазу є дуже актуальною для медичної 
практики, особливо, для знаходження нових методів 


лікування захворювань, пов'язаних з надмірним 
тромбоутворенням. 

ВИСНОВКИ 

Проаналізовано склад розчинних фібрин- 


мономерних комплексів при різних патологічних 
станах організму. Показано можливість появи в 
кровотоці значної кількості фрагменту Е 
фібриногену/фібрину. Беручи до уваги той факт, що 
до складу розчинних фібрин-мономерних комплексів, 
які утворюються в кровотоці за різних патологічних 
станів організму, входять фрагменти різної 
молекулярної маси, можно стверджувати про 
виникнення нових, нефізіологічних білок-білкових 


Савчук О.М. 


взаємодій між цими фрагментами 
фібриногену/фібрину та білками кровотоку. 
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ДОСЛІДЖЕННЯ ПОЯВИ В КРОВОТОЦІ БІЛКІВ-МАРКЕРІВ ГЕМОСТАТИЧНОГО ДИСБАЛАНСУ ОРГАНІЗМА 


ИССЛЕДОВАНИЕ ПОЯВЛЕНИЯ В КРОВОТОКЕ БЕЛКОВ-МАРКЕРОВ ГЕМОСТАТИЧЕСКОГО ДИСБАЛАНСА 
В ОРГАНИЗМЕ 


Савчук А.Н. 


В представленной статье автором сделана попытка количественно и качественно охарактеризовать белки, которые 
появляются в кровотоке при различных патологиях системы гемостаза и являются маркерами дисбаланса гемостатического 
каскада. С использованием современных методов белковой химии показано присутствие в составе растворимых фибрин- 
мономерных комплексов белков с молекулярной массой от 330 до 60 кДа. Соотношение растворимых фибрин-мономерных 
комплексов и Д-димера может быть показателем степени нарушения баланса между свертывающей системой и 
фибринолитической. 


Ключові слова: растворимые фибрин-мономерные комплексы, вестерн-блот анализ. 


ІМУЕЅТІСАТІОМ ОЕ АРРЕАВАМСЕ ВІООр РВОТММ - МАККЕКЅ НАЕМОЗТАТІС РІ5ВАГАКСЕ ІХ 
ОКСАМІЅМ 


Ѕаусһик О.М. 


Іа е агісІе аџћог тайе ап аќетрі ю дџапіќайуеу апа доашайуеіу срагасіегігайоп ої ргоѓеіп, ууріср арреагеа іп Ыооа 
сисШаноп Нот 1 егепі раћоІоріеѕ һаетоѕѓайс ѕуѕіет. Тһе ргеѕеріѕ ої ргоѓеіп от 330 #о 60 Кра іп сотроѕійоп ої зомЫе 
НЬгіп-плопотегіс сотріехеѕ ѕһоуп \ИН џѕаре ої тойегп ргоќеіп сһетіѕігу теѓһодѕ. Тһе зоЫе бЫгіп-топотегіс сотріехе5 
Ісусі апа ЕОР апа]уѕіѕ аПому8 іо йеіегтіпе ће һаетоѕќаѕіѕ ѕуѕѓегп 415Ба]апсе 4естее. 


Кеу жоғӣ5: 50Габіе Нгіп-топотегіс сотріехеѕ, уеѕѓегп 5101 апа[у$15. 
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ВПЛИВ ВАЗОПРЕСИНУ І ОКСИТОЦИНУ НА СПЕКТР КОН'ЮГАТІВ БІЛІРУБІНУ 
В ЖОВЧІ ЩУРІВ 
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В умовах гострих спроб на щурах досліджено вплив вазопресину 1 окситоцину на зовнішньосекреторну та екскреторну 
функції печінки. Показано, що вазопресин проявляє дозозалежний стимулюючий вплив на об'ємну швидкість 
жовчоутворення, а в дозі 8 нг/100 г значно посилює процес кон'югації білірубіну з глюкуроновою кислотою, яке 
проявляється у значному зростанні концентрації моно- та диглюкуроніду білірубіну. Такі зміни якісного складу жовчі 
сприяють зменшенню токсичності білірубіну та потенційної можливості утворення конкрементів. Окситоцин знижує рівень 
секреції жовчі, зменшує концентрацію некон'югованого білірубіну, але збільшує концентрацію сульфату білірубіну та 
моноглюкуронідмоноглюкозиду білірубіну в жовчі. 


Ключові слова:. вазопресин, окситоцин, білірубін. 


ВСТУП окситоцину в регуляції певних метаболічних ланок, 
задіяних у перетворенні білірубіну та білівердину, 
котрі є ключовими у забезпеченні детоксикуючої 
функції печінки. 

Тому метою нашої роботи було дослідити вплив 
вазопресину 1 окситоцину на зовнішньосекреторну 
функцію печінки та спектр кон'югатіфв білірубіну в 
жовчі щурів. 


Жовчоутворювальна функція печінки регулюється 
складними нейрогуморальними механізмами, серед 
яких особливе місце належить гормонам гіпоталамо- 
гіпофізарного походження [1, 2]. Оскільки ці гормони 
регулюють практично всі види обміну речовин, а 
печінці, в свою чергу, належить провідне місце у 
багатьох обмінних процесах, цілком логічно, що 
порушення діяльності гіпоталамо-гіпофізарної 
системи не може не вплинути на функціональний стан 
цього органу, зокрема на таку його специфічну 
функцію, як екскреція кон'югатів білірубіну. Проте 
клінічні дослідження пігментного обміну у хворих 
проводились переважно за умов гіпербілірубінемії, 
або обструктивної жовтяниці. А ідентифікація 
фракцій білірубіну оцінювалася головним чином за 
прямою 1 непрямою реакцією з діазореактивом 1з 
наступним їх кількісним  спектрофотометричним 
визначенням, що не дозволяє скласти цілісного 
уявлення про особливості пігментного обміну [3, 4, 5, 
6). Тому оцінка метаболічної та зовнішньосекреторної 
функцій печінки вкрай важлива для обгрунтування 
можливостей клінічного застосування вазопресину 1 
окситоцину. Разом з тим існує досвід використання 
агоністів 1 антагоністів нейропептидів гіпоталамо- 
гіпофізарного походження при лікуванні холестазу та 
різних видів цирозу печінки різної етіології [7, 8], що 
доводить важливу роль цих речовин у регуляції 
фізіологічних функцій печінки 1 можливості корекції 
її патологічних станів. Варто підкреслити, що 
практично не вивчена участь вазопресину 1 


МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 


Робота виконана на самцях білих щурів масою 
180-240 г з канюльованою загальною жовчною прото- 
кою за умов гострої спроби. Перед дослідом тварини 
голодували впродовж 18 годин з вільним доступом до 
води. Тварин наркотизували тіопенталом натрію 
(7 мг/100 г маси тіла тварини, внутрішньочеревно), 
фіксували в положенні на спині, розтинали черевну 
стінку і у відпрепаровану загальну жовчну протоку 
вводили тонку поліетиленову канюлю, з'єднану з 
мікропіпеткою, в яку збирали жовч. 

Впродовж досліду збирали шість півгодинних 
порцій жовчі, враховуючи її об'єм в мікролітрах. 

Щоб уникнути похибок в оцінці отриманих 
результатів, пов'язаних 13 впливом добового 
обмінного ритму на холерез, досліди проводились в 
один 1 той же час доби - з 9 до 15 години. 

Вплив вазопресину і окситоцину на рівень 
холерезу та екскрецію похідних білірубіну з жовчю 
вивчали на щурах в двох серіях експериментів. 


В одній серії експериментів першій групі щурів у 
ворітну вену вводили вазопресин ([Ато8]-Уаѕоргеѕѕіп 
асеѓаѓе за (З1ета, ОЅА)) в дозі 1 нг/100 г маси тіла 
тварин (п=10); другій групі в дозі 2 нг/100 г (п-11); 
третій групі в дозі 8 нг/100 г (п-14), розчинений у 
фізіологічному розчині (з розрахунку об'єму 0,1 
мл/100 г). 

В другій серї експериментів внутрішньо- 
портально вводили окситоцин (Охуюсш асеїаїе зай 
Буагае (Зієта, ОЅА)) в дозах 1 (п-13) та 2 мкг/100 г 
(п-13) маси тіла тварин відповідно. Контролем для 
всіх цих груп слугували окремі спроби 1з 
внутрішньопортальним введенням тваринам 
фізіологічного розчину з розрахунку об'єму 0,1 
мл/100 г маси тіла тварини (п-47). 

В кожній відібраній пробі жовчі за допомогою 
розробленого нами способу визначали концентрації 
некон'югованого білірубіну (НБ), сульфату білірубіну 
(СБ),  моноглюкуронідмоноглюкозиду білірубіну 
(МГМГлБ), моно- (МБ) та диглюкуронідів білірубіну 
(ДБ) [9]. 

Розрахунки | проводили за побудованими 
попередньо калібрувальними кривими, за розчинами 
чистого білірубіну та глюкуронової кислоти з 
відомими концентраціями. 

Статистичну обробку отриманих результатів 
досліджень проводили за допомогою пакету програм 
«Ѕќіабѕіса 6.0» (Зіаїзой, США) з використанням +- 
критерію Ст'юдента, оскільки дані мали нормальний 
розподіл при їх перевірці за допомогою тесту Шапіро- 
Уілка. Статистично значущими вважалися відмінності 
між контролем і дослідом при р<0,05. 

Дослідження на тваринах | проведені з 
дотриманням міжнародних принципів Європейської 
конвенції про захист хребетних тварин, що 
використовуються для дослідних та інших наукових 
цілей (Страсбург, 1986; Закон України від 21.02.2006 
р. № 3447-ТУ). 


РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


Динаміка секреції жовчі за умов дії різних доз 
вазопресину. 

Результати наших досліджень показали, що у 
контрольних тварин З перебігом спроби 
спостерігалось зниження інтенсивності секреції жовчі 
(рис.1). Біохімічний аналіз жовчі виявив, що на фоні 
зниження рівня холерезу спостерігалось збільшення в 
останній півгодинній порції жовчі щодо першої проби 


концентрації окремих фракцій білірубіну: 
некон'югованого білірубіну (на 20,8%; р>0,05), 
сульфату білірубіну (на 14,3%; р>0,05), 
моноглюкуроніду білірубіну (на 6,9%; р>0,05), 


моноглюкуронідмоноглюкозиду білірубіну (на 33,3%; 
р<0,01) та диглюкуроніду білірубіну (на 10,8%; 
р>0,05). Отже, у щурів з перебігом контрольної 
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спроби спостерігалось поступове зниження об'ємної 


видкості жовчоутворення проте збільшувалась 
концентрація досліджуваних нами кон'югатів 
білірубіну. 
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Рис.1. Зміни об'єму секретованої жовчі у щурів (М+т) під 
впливом вазопресину в дозі 2 (п=11) та 8 (п-14) нг/100 г 
маси тіла тварин 

Примітка: ** - ра 0,01; *** - р<0,001 щодо контролю; п - 
кількість тварин у вибірці 


Вазопресин при внутрішньопортальному 
введенні в дозі Інг/100 г незначно збільшував 
інтенсивність секреції жовчі. На відміну від об'єму 
секретованої жовчі, концентрація сульфату 
білірубіну під впливом вазопресину істотно зросла. 
Так, вазопресин у  застосованій нами дозі 
збільшував щодо контролю концентрацію сульфату 
білірубіну на 28,5% в першу півгодину досліду; на 
57,1% (р<0,01) в другу; на 71,4% (р<0,01) в третю; 
на 50,0% (р<0,05) в четверту; на 37,5% в п'яту та на 
37,5% (р<0,05) в шосту (табл.1). Разом з тим, 
показники концентрації некон'югованого 
білірубіну, моно-, диглюкуроніду білірубіну та 
моноглюкуронідмоноглюкозиду білірубіну не мали 
статистично вірогідних відмінностей та коливались 
навколо контрольних значень (табл. 1). 

Вазопресин в дозі 2 нг/100 г маси тіла тварин вже 
в першому півгодинному проміжку часу підвищував 
рівень холерезу 1 останній залишався збільшеним до 
кінця спроби. Слід відмітити, що в першу, другу та 
третю півгодини після введення вазопресину об'єм 
секретованої жовчі статистично значущо не 
відрізнявся від такого у контролі, але в подальшому 
вірогідно перевищив контрольні показники на 21,5% 
(р<0,01), 22,7% (р<0,01) та 19,6% (р<0,01) в четвертій, 
п'ятій та шостій півгодинах відповідно (рис. 1). 
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Таблиця 1 


Зміни концентрації фракцій білірубіну (мг%) при дії різних доз вазопресину (М+т) 


Півгодинні Концентрація похідних білірубіну, мг% 
проби НБ СБ МБ МГМГлБ ДБ 
Контроль (п-26) 

1 0,24+0,02 0,07+0,01 3,04-0,17 0,12+0,01 4,16+0,29 

2 0,25+0,01 0,07-0,01 3,06-0,21 0,14+0,01 4,23-0,30 

3 0,25+0,02 0,07-0,01 3,24+0,19 0,16+0,01 4,54-0,25 

4 0,27-0,02 0,08-0,01 3,30-0,25 0,17+0,01 4,67-0,28 

5 0,30+0,02 0,08-0,01 3,41-0,18 0,19=0,01 5,00=0,21 

6 0,29+0,02 0,08-0,01 3,25-0,22 0,16-0,01 4,61=0,25 
Вазопресин 1 нг/100 г маси тіла тварин (п-10) 

1 0,27-0,02 0,09-0,01 2,44+0,16* 0,13-0,01 4,08-0,16 

2 0,27+0,01 0,11=0,01** 2,53=0,18 0,15+0,02 4,24+0,13 

3 0,27-0,02 0,12=0,01** 2,71+0,21 0,17-0,02 4,48-0,16 

4 0,28-0,02 0,12+0,01* 2,95+0,28 0,17-0,01 4,65+0,11 

5 0,28-0,02 0,11=0,01 3,05=0,22 0,17=0,01 4,88-0,14 

6 0,26+0,02 0,11=0,01* 2,89+0,21 0,16-0,02 4,80-0,23 
Вазопресин 2 нг/100 г маси тіла тварин (п=11) 

1 0,25+0,03 0,09+0,02 3,50-0,27 0,12+0,01 4,63-0,18 

2 0,26+0,02 0,09-0,02 3,52+0,24 0,14+0,01 4,97-0,20 

3 0,24+0,02 0,07-0,02 3,78-0,27 0,17-0,02 5,22+0,22 

4 0,22+0,03 0,06+0,02 4,02+0,30 0,17+0,01 5,52=0,25 

5 0,21=0,02** 0,06=0,01 4,27+0,32* 0,16-0,01 5,82+0,26* 

6 0,22=0,02** 0,07+0,01 4,02+0,36 0,17-0,01 6,05+0,30** 
Вазопресин 8 нг/100 г маси тіла тварин (п=14) 

1 0,24+0,02 0,11=0,01** 3,89+0,15** 0,16+0,01* 5,26+0,28* 

2 0,28-0,02 0,08-0,01 4,12+0,15*** 0,13=0,01 5,61-0,33** 

3 0,33=0,02** 0,07=0,01 4,71=0,21*** 0,12=0,01** 6,33=0,34*** 

4 0,30-0,02 0,08-0,01 4,44=0,21** 0,13=0,01*** 5,94+0,35** 

5 0,31=0,02 0,09-0,01 4,62=0,18*** 0,15+0,01* 6,41=0,37*** 

6 0,34=0,02 0,11=0,01 5,08+0,18*** 0,16+0,01 6,91=0,33*** 


Примітки: * - р < 0,05, ** —р < 0,01, *** —р < 0,001 щодо контролю; п - кількість тварин у вибірці 


Порівняльний аналіз даних контролю і спроб із 
введенням вазопресину в дозі 2 нг/100 г маси тіла 
тварини виявив, що концентрація некон'югованого 
білірубіну в жовчі щурів у першій, другій та третій 
півгодинах досліду коливалась в межах контрольних 
значень, проте в четвертій, п'ятій та шостій 
півгодинах вона була меншою за контрольні 
показники на 18,5%, 30,0% (р<0,01) та 24,1% (р<0,01) 
відповідно (табл.1). Під впливом пептиду зміни 
показників концентрації сульфату білірубіну 
впродовж спроби змінювались різноспрямовано, але 
загалом практично не відрізнялись від контрольних 
значень. Дещо інша картина спостерігалась в змінах 
концентрації моноглюкуроніду білірубіну (табл.1). 
Впродовж досліду концентрація моноглюкуроніду 
білірубіну в жовчі поступово збільшувались. 
Показники концентрації моноглюкуронід- 
моноглюкозиду білірубіну під впливом пептиду 
впродовж трьох годин спостереження практично не 
відрізнявся від показників контролю. Наші 
дослідження показали, що вазопресин у дозі 2 нг/100 г 
збільшував концентрацію диглюкуроніду білірубіну 


впродовж всього досліду. При цьому в останніх двох 
пробах збільшення концентрації щодо контролю було 
статистично вірогідним і приріст становив 16,4% 
(р<0,05) в п'ятій та 31,2% (р<0,01) в шостій, 
відповідно (табл.1). Отже, вазопресин в дозі 2 нг/100 г 
маси тіла тварин більш активно впливав на процеси 
кон'югації в печінці щурів, ніж вазопресин в дозі І 
нг/100 г маси тіла тварин. 

Результати наших досліджень показали, що більш 
виражено змінювався рівень секреції жовчі при 
застосуванні вазопресину в дозі 8 нг/100 г маси тіла 
тварин. Так, під впливом пептиду рівень секреції 
жовчі впродовж всього досліду був більшим за 
контрольні показники (рис.1). Об'єм секретованої 
жовчі вже в третій півгодинній пробі досліду 
вірогідно збільшився на 24,7% (р<0,01), в четвертій на 
32,7% (р<0,001), в п'ятій 25,5% (р<0,01) та 20,5% 
(р<0,01) шостій півгодинних спробах щодо контролю. 
Зільшення об'ємної швидкості холерезу супро- 
воджувалось змінами концентрації похідних 
білірубіну в жовчі. 


141 


ВПЛИВ ВАЗОПРЕСИНУ І ОКСИТОЦИНУ НА СПЕКТР КОН'ЮГАТІВ БІЛІРУБІНУ В ЖОВЧІ ЩУРІВ 


Отримані нами результати показали, що 
вазопресин в дозі 8 нг/100 г маси тіла тварин 
збільшував концентрацію некон'югованого білірубіну 
в жовчі щурів. Слід зазначити, що в першому 
півгодинному проміжку досліду концентрація 
некон'югованого білірубіну співпадала З 
контрольними значеннями. У подальшому відмі- 
чалось підвищення концентрації некон’югованого 


білірубіну в жовч щурів щодо контрольних 
показників, а статистично вірогідне збільшення 
концентрації некон'югованого білірубіну було в 


третій півгодинній пробі жовчі (32,0%; р<0,01). Після 
застосування пептиду спостерігались різноспрямовані 
зміни концентрації сульфату білірубіну. Так, 
вазопресин в дозі 8 нг/100 г маси тіла тварин у 
перших двох півгодинних проміжках часу підвищував 
концентрацію сульфату білірубіну на 57,1% (р<0,01) 
та 14,3% відповідно (табл.1). У подальшому впродовж 
двох  півгодин досліду показники концентрації 
сульфату білірубіну в жовчі щурів були близькими до 
контрольних значень, а в останні дві півгодини 
досліду концентрація сульфату білірубіну незначно 
перевищувала контроль. Проте достовірними ці 


відмінності не були. Дещо інша картина 
спостерігалася в змінах концентрації 
моноглюкуроніду білірубіну. Після застосування 


вазопресину перевищила показники контрольних 
дослідів у першому півгодинному проміжку часу 1 
залишалась статистично вірогідно більшою до кінця 
спроби. Концентрація моноглюкуроніду білірубіну 
після застосування вазопресину перевищувала 
показники контрольних дослідів у першому 
півгодинному проміжку часу на 27,9% (р<0,01), в 
другому на 34,6% (р<0,001), в третьому на 45,5% 
(р<0,001), в четвертому на 34,5% (р<0,01), в п'ятому 
на 35,5% (р<0,001) 1 в шостому на 56,3% (р<0,001) 
(табл.1). Під впливом пептиду показники концентрації 
моноглюкуронідмоноглюкозиду білірубіну З 
перебігом досліду змінювались неоднаково: у першу 
півгодину досліду концентрація моно- 
глюкуронідмоноглюкозиду білірубіну була більшою 
(на 33,3%; р<0,05) за контроль, а в подальшому 
відмічено зменшення концентрації цього компоненту 
жовчі щурів. Так, зменшення концентрації 
моноглюкуронідмоноглюкозиду білірубіну становило 
у другій пробі 7,1%, в третій 25,0% (рх 0,01), у 
четвертій 23,5% (р<0,001); в п'ятій 21,1% (р<0,05). У 
шосту півгодину досліду концентрація 
моноглюкуронідмоноглюкозиду білірубіну співпадала 
з контрольними показниками, Під впливом 
вазопресину в дозі 8 нг/100 г 1 концентрація 
диглюкуроніду білірубіну впродовж всього періоду 
спостереження істотно перевищувала контрольні 
значення. Так, вже через 30 хв після введення 
вазопресину концентрація диглюкуроніду білірубіну 
зросла на 26,4% (р<0,05). Через 60 хвилин це 
зростання стало ще помітнішим - на 32,6% (р<0,01) 
щодо контролю. У наступні дві години спостереження 


концентрація диглюкуроніду білірубіну продовжувала 
зростати 1 була більшою в третій пробі - на 39,4% 
(р<0,001), у четвертій - на 27,2% (р<0,01), в п'ятій — 
на 28,2% (р<0,001) 1 у шостій - на 49,9% (р. 0,001) 
(табл. 1). 

Отже, під впливом вазопресину в дозах 2 та 8 
нг/100 г підвищується рівень холерезу та збільшується 
концентрація кон'югованого білірубіну в жовчі щурів. 
Це може свідчити про дозозалежний стимулюючий 
вплив Цього пептиду на об'ємну швидкість 
жовчоутворення, а також активацію поліферментних 
систем гепатоцитів, котрі забезпечують кон'югацію 
білірубіну. 

Вплив окситоцину на пігментний склад жовчі. 
Результати наших досліджень показали, що під 
впливом окситоцину в дозі 1 мкг/100 г маси тіла 
тварин рівень секреції жовчі поступово знижувався 
впродовж трьох годин спостереження. Проте це 
зменшення не було статистично вірогідним. 
Окситоцин у дозі 1 мкг/100 г незначно знижував 
концентрацію  некон'югованого білірубіну, проте 
збільшував сульфат білірубіну у жовчі щурів. Так, 
вже у перших двох півгодинних пробах жовчі 
спостерігається підвищення концентрації сульфату 
білірубіну на 28,6% (р<0,05) та 28,6% (р<0,05), 
відповідно (табл.2). У подальшому впродовж двох 
годин досліду спостерігається тенденція до 
збільшення концентрації сульфату білірубіну в жовчі 
тварин. Після застосування пептиду концентрації 
моноглюкуронідмоноглюкозиду, моно- та 
диглюкуроніду білірубіну в жовчі щурів коливались 
навколо контрольних показників. 

При дослідженні впливу окситоцину в дозі 2 
мкг/100 г маси тіла тварин нами встановлено, що за 
таких умов досліду об'єм виділеної жовчі незначно 
зменшувався впродовж трьох годин спостереження. 
Окситоцин (2 мкг/100 г) незначно зменшував 
концентрацію некон'югованого білірубіну в жовчі 
щурів щодо контрольних значень. Найістотніше 
зменшення концентрації некон'югованого білірубіну 
в жовчі відмічалось у третій (на 28,0%; р>0,05), в 
четвертій (на 22,2%; р<0,05) та п'ятій (на 26,7%; 
р<0,05) півгодинах досліду (табл.2). Отримані нами 
результати показали, що під впливом окситоцину 
концентрація моноглюкуронідмоноглюкозиду 
білірубіну в жовчі щурів перевищувала контрольні 
значення впродовж всього досліду, за виключенням 
п'ятої півгодинної проби жовчі. Так, пептид у дозі 


2 мкг/100 г збільшував концентрацію моно- 
глюкуронідмоно-глюкозиду білірубіну на 83,3% 
(р<0,001) у першу півгодину досліду; на 50,0% 


(р<0,05) у другу; на 18,7% в третю; на 5,8% у четверту 


1 на 25,0% в шосту. Слід зазначити, що в п'яту 
півгодину експерименту концентрація моно- 
глюкуронідмоноглюкозиду білірубіну в досліді 
співпадала із показниками контролю. Також 
відмічалось незначне підвищення концентрації 


диглюкуроніду білірубіну в жовчі щурів. 
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Таблиця 2 


Зміни концентрації фракцій білірубіну в жовчі щурів при дії окситоцину в дозі 1 та 2 мкг/100 г маси тіла 
тварин (М+т) 


Півгодинні Концентрація похідних білірубіну, мг/% 
проби НБ СБ МБ МГМГлБ ДБ 
Контроль (п-22) 
1 0,24+0,02 0,07-0,01 3,04+0,17 0,12+0,01 4,16-0,29 
2, 0,25-0,01 0,07-0,01 3,06=0,21 0,14+0,01 4,23-0,30 
3 0,25+0,02 0,07-0,01 3,24+0,19 0,16-0,01 4,54-0,25 
4 0,27-0,02 0,08-0,01 3,30-0,25 0,17+0,01 4,67-0,28 
5 0,30-0,02 0,08-0,01 3,41+0,18 0,19+0,01 5,00-0,21 
6 0,29-0,02 0,08-0,01 3,25+0,22 0,16-0,01 4,61-0,25 
Окситоцин 1 мкг/100 г маси тіла тварин (п=13) 
1 0,22+0,02 0,09+0,01* 3,15+0,20 0,13+0,01 4,10-0,16 
2, 0,22-0,01 0,09+0,01* 3,11+0,17 0,13=0,01 4,22-0,15 
3 0,24+0,01 0,08-0,01 3,35+0,18 0,15+0,01 4,46+0,19 
4 0,24-0,01 0,10-0,01 3,33+0,18 0,16+0,01 4,65+0,20 
5 0,26+0,01 0,11-0,01 3,51+0,16 0,18-н0,01 4,88-0,19 
6 0,26+0,01 0,11-0,01 3,55=0,19 0,18+0,01 4,83=0,17 
Окситоцин 2 мкг/100 г маси тіла тварин (п=13) 
1 0,26+0,02 0,09+0,01 3,33=0,31 0,22-0,03*** 4,44-0,34 
2 0,24+0,02 0,09-0,01 3,31=0,33 0,21+0,03* 4,56+0,33 
3 0,18=0,03 0,09-0,01 3,10+0,31 0,19-0,03 4,93-0,34 
4 0,21+0,02* 0,09+0,02 2,91-0,31 0,18=0,03 5,21-0,36 
5 0,22+0,02* 0,11+0,02 2,83+0,28 0,19-0,03 5,31+0,34 
6 0,24+0,02 0,10-0,01 2,84+0,27 0,20-0,02 5,15+0,33 


Примітки: * - р<0,05 щодо контролю; п - кількість тварин у вибірці 


Отримані результати показали, що окситоцин у 
дозі 1 та 2 мкг/100 г маси тіла тварини знижував 
рівень секреції жовчі, зменшував концентрацію 
некон'югованого білірубіну, але збільшував 
концентрацію сульфату білірубіну та моноклю- 
куронідмоноглюкозиду білірубіну в жовчі щурів 
впродовж трьох годин спостереження, при цьому 
концентрації моно- та диглюкуроніду білірубіну 
майже не змінювались. 


ВИСНОВКИ 


Результати наших досліджень показали, що 
вазопресин впливає на зовнішньосекреторну функцію 
печінки та змінює перебіг фізіолого-біохімічних 
процесів в тканині таким чином, що в цілому сприяє 
реалізації дозозалежного стимулюючого ефекту цього 
гормону. Окситоцин суттєво не впливає на рівень 
холерезу 1 лише посилює екскрецію сульфату 
білірубіну та моноглюкуронідмоноглюкозиду біліру- 
біну з жовчю. Таким чином вазопресин та окситоцин 
впливають на функціональний стан печінкової 
паренхіми, змінюючи інтенсивність холерезу та 
співвідношення окремих фракцій білірубіну в жовчі, 
що свідчить про участь цих гормонів у регуляції 
екскреторної функції печінки. 


Література 


1. Есипенко Б.Е., Воробей А.Й., Жалило Л.И., Синельник ОД., 
Филь Г.Б. Механизмы влияния  вазопрессина на 
желчеотделение и метаболические процессы печени // 


Проблемы физиологии гипоталамуса. — 1992. — Вьш.26. — 
С.135-141. 

2. Лященко П.С., Весельський С.П. Влияние окситоцина на 
качественный состав желчи собак // Проблемы физиологии. 
— 1992. - Вьш.26. - С.81-85. 

3.  Маев И.В., Орлов Л.Л., Овчинникова Н.И., Черемушкин С.В. 
Доброкачественные гипербилирубинемии // Клиническая 
медицина. - 1999, № 6. - С.9-14. 

4. Радченко В.Г, Шабров А.В. Нечаєв В.В. Хронические 
заболевания печени (этиология, клиника, диагностика, 
лечение, эпидемиология и профилактика). — СПб.: Лань, 
2000. - 192 с. 

5. Прокопенко І.В., Рудих 3.М., Сусак Я.М., Гамалія М.Ф. До 
методики визначення та отримання 6-фракції білірубіну 
крові // Лабораторна діагностика. - 2002, № 4 - С.45-48. 

6.  Ледянкина О.В. Разработка способа количественного 
определения общего билирубина в сыворотке крови на 
фоне лекарственной терапии натрия П-аминосалицилатом, 
месалазином, парацетамолом: Автореф.дисс... канд. фарм. 
наук: 15.00.02 / ГОУ ВПО Пермская государственная 
фармацевтическая академия. — Пермь, 2007. - 18 с. 

7. Фойпез КА. МеиБегеег Л, Вегоаза МУ. Орше апіаропізі 
Фегару Юг Бе ргигііця ої сһоІеѕіаѕ1ѕ: Фе ауоійапсе об оріоїд 
уиага\-НКе геасНоп // О. Г. Мед. - 2002. - Мої. 95. - 
Р. 547-552. 

8. Ноітеѕ С.І, Гапату Б.М’, Стапіоп Ј.Т. Ѕеіепсе темеу: 
уаѕоргеѕѕіп апа ће саг4юуазсаг зузет. Ра 1-гесеріог 
рһуѕіоІору // Стійіса! саге. — 2003. – Мої. 7. – Р. 427-434. 

9. Гарник Т.П., Макарчук М.Ю., Весельський С.П., Крохіна 
ТІ., Самоніна Г.О., Горенко 3.А., Решетнік Є.М., Полетай 
В.М. «Спосіб визначення спектра похідних білірубіну та 
білівердину в біологічній рідині» Деклараційний патент на 
корисну модель № и 20009 00708 (А.с.41602/19 ОА, МПК 
СОМ 33/52, МПК СОІМ 33/72); Заявлено 30.01.2009; 
Опубл.25.05.2009, Бюл.№10. 


143 


ВПЛИВ ВАЗОПРЕСИНУ І ОКСИТОЦИНУ НА СПЕКТР КОН'ЮГАТІВ БІЛІРУБІНУ В ЖОВЧІ ЩУРІВ 


ВЛИЯНИЕ ВАЗОПРЕССИНА И ОКСИТОЦИНА НА СПЕКТР КОНЬЮГАТОВ БИЛИРУБИНА В ЖЕЛЧИ КРЫС 
Самонина А.А., Горенко З.А., Весельский С.П., Макарчук Н.Е. 


В условиях острых опытов на крысах исследовали влияние вазопрессина и окситоцина на внешнесекреторную и 
экскреторную функции печени. Показано, что вазопрессин проявляет дозозависимый стимулирующий эффект на 
объем секретируемой желчи, а в дозе 8 нг/100 г существенно усиливает процессы конъюгации билирубина с 
глюкуроновой кислотой, что проявляется в существенном увеличении концентрации моно- и диглюкуронидов 
билирубина. Такие изменения качественного состава желчи способствуют уменьшению токсичности билирубина и 
потенциальной возможности образования конкрементов. Окситоцин снижает уровень секреции желчи, уменьшает 
концентрацию в ней неконъюгированного билирубина, но увеличивает концентрацию сульфата билирубина и 
моноглюкуронодмоноглюкозида билирубина в желчи. 


Ключевые слова: вазопрессин, окситоцин, производные билирубина. 


УАЗОРЕЕ55ІХ АХО ОХУТОСІХ ЕЕЕЕСТ ОМ ТНЕ 5РЕСТКОМ ОЕ ВПЛВОВ\М СОМЈОСАТЕЅ ІЧ ТНЕ КАТ ВП Е 
Ѕатопіпа Н.А., СогепКо 7.А., Уез@5Ку 5.Р., Макагсһик М.Ү. 


Уаѕоргеѕіп апа охуюсш еЁесі оп сһоІегеѕіѕ5 уоЇште уе]осИу апа ехсгеїогу һераг Гипсіїоп іп ће сопаїіоп5 ої асще 
ехрегітепі уеге іѕсоуегей. Іпісаѓеа тай уаѕоргеѕѕіп ехНібії 205е-Чдерепаєі ѕтшабпе еЙесі оп Фе ѕесгейоп Бе уоите 
апа іп ће до5е ої 8 пе/100 е 1 ѕиБѕќапбау епһапсе Бійгибіп сопјивайоп ргосеѕѕ ул єГасигопіс ас1 аё ехрібії ої 
забзапна! топо- апа йфдЇисигопій тат сопсепігайоп іпсгеаѕіпе. Тћһіѕ сһапоеѕ ої дпапануе БПе ѕігисѓџге Ісай5 ќо 
есгеазтю ої Бійгибіп ќохісіќу апа роѕѕібШіеѕ ої сопсегттпепіѕ Ююгтайоп. Охуїосіп 4есгеазе Ісусі ої БПе зесгейоп, 
Чесгеазе | сіпсепітайоп ої ипсопиеаеа ЫШгибіп, Би шстеазше /| сопсепігайоп ої Бййгибіп за аһа 
топоєбисигопідетопогІисозідєе іп Ве Біїе. 


Кеу могаз: уаѕоргеѕѕіп, охуюст, бійтибіп депуайуез. 
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Рһуѕісѕ ої Фе АПуе 
уууум ра 5сіепсе-сепіеглпеї 


ЕФЕКТИВНІСТЬ НЕЙТРАЛІЗУЮЧОГО АНТИТІЛА ДО ФАКТОРА РОСТУ 
КРОВОНОСНИХ СУДИН ЗА УМОВ ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНОГО ВИРАЗКОВОГО КОЛІТУ 


Толстанова Г.М., Остапченко Л.І. 


Киевский национальный университет им. Тараса Шевченко 
е-тай: віоіѕіапоуа(@@етай.сот 


Поступила в редакцию 25.03.2010 


Фактор росту кровоносних судин (МЕСЕ) - потужний стимулятор ангіогенезу, який окрім участі в проліферації та міграції 
ендотеліальних клітин, викликає гіперпроникність кровоносних судин та збільшення адгезії лейкоцитів. Метою даної 
роботи було дослідити та порівняти ефективність нейтралізуючого антитіла до УЕСЕ (УЕСЕ антитіло) з традиційним анти- 
запальним препаратом 5-аміносаліциловою кислотою (5-АСА) за умов експериментального виразкового коліту у щурів, 
викликаного 6% йодоацетамідом. Введення УЕСЕ антитіла значно покращувало клінічні та морфологічні ознаки коліту. 
Ефективність УЕСЕ антитіла не відрізнялась від такої, яка була викликана 5-АСА. Відсутність різниці в ефективності між 
протизапальним препаратом 5-АСА, який є першою лінією призначення при виразковому коліті, та УЕСЕ антитілом може 
свідчити про тісний взаємозв'язок між запаленням та ангіогенними факторами при даній патології. 
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ВСТУП 


Запальні захворювання кишечника (ЗЗК), до яких 
належать виразковий коліт (ВК) та хвороба Крона - 
одна з найбільш серйозних та невирішених проблем 
сучасної гастроентерології та колопроктології (1, 3]. В 
Україні показник розповсюдженості ЗЗК становить 
28,4 на 100 тис. населення з щорічним приростом 
вперше виявленої захворюваності - 3,5 рази. 

На сьогоднішній день вважається, що основною 
причиною виникнення ЗЗК є порушення взаємодії 
між місцевою імунною системою кишечника та 
власною мікрофлорою. Підвищення проникності 
епітеліального шару кишечника в силу різних причин 
призводить до зниження функції кишкового бар'єру 
для мікроорганізмів та їх токсинів 1, таким чином, є 


першою ланкою в патологічному ланцюгу 
мікрофлора-місцевий імунітет [11,12]. Тому 
адекватне відновлення епітеліального шару є 


важливим етапом в попередженні рецидиву хвороби. 
Сучасна терапія ЗЗК спрямована на зменшення 
запалення (5-аміносаліцилат, стероїдна терапія), 
корекцію імунологічної відповіді (моноклональні 
ІєС-антитіла до фактору некрозу пухлин 0, 
Інфліксімаб) та пригнічення можливих патогенних 
чинників (антибіотики) [13]. В той час, як поза 
увагою залишається терапевтичні заходи 
направлені на відновлення епітеліального шару 
кишечника. 

Утворення нових кровоносних судин 
(ангіогенез) є ключовим компонентом процесу 
загоєння виразок та відновлення епітеліального 
шару, за рахунок покращення оксигенації та 


формування основи для утворення грануляційної 
тканини [5]. Численні дослідження вказують на 
надмірний/патологічний ангіогенез при ЗЗК, який 
замість сприяння загоєнню виразок та відновленню 
епітеліального шару кишечника, навпаки погіршує 
стан. Адже, ангіогенез та хронічне запалення - є 
тісно взаємопов'язаними процесами. Так, гіпоксія, 
що виникає в місці запалення тканини, є одним з 
найпотужніших стимуляторів ангіогенезу через 
збільшення експресії ангіогенних факторів росту 
шляхом активації транскрипційного фактору НІЕ- 
1а. По-друге, клітини запалення такі як макрофаги, 
лімфоцити,  тучні клітини та фібробласти 
синтезують ангіогенні фактори росту, інтерлейкіни, 
та протеїнази, що беруть безпосередню участь в 
стимуляції ангіогенезу. В свою чергу ангіогенні 


фактори примножують запальний процес за 
рахунок рекрутування лейкоцитів, підвищення 
проникності судин. Більш того, збільшення 


поверхні судин в місці запалення створює дуже 
велику потужність для продукції цитокінів та 
молекул адгезії [9]. 

Фактор росту кровоносних судин (МЕСЕ) – 
потужний стимулятор ангіогенезу, який окрім участі в 
проліферації та міграції ендотеліальних клітин [7], 
викликає гіперпроникність кровоносних судин і тому 


отримав іншу назву – фактор проникності судин 
(УРЕ) [10]. Більш того, @оебе| 8. та співав.[8] 
показали, що МЕСЕ значно збільшує адгезію 


нейтрофілів 1 Т клітин та зменшує їх рух вздовж шару 
ендотеліальних клітин. Зважаючи на вищенаведене, 
ми передбачили, що нейтралізація активності УЕСЕ 
може бути ефективною в лікуванні ЗЗК. Метою даної 
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роботи було дослідити та порівняти ефективність 
нейтралізуючого антитіла до МЕСЕ з традиційним 
протизапальним препаратом  5-аміносаліциловою 
кислотою (5-АСА, месаламін) за умов 
експериментального ВК. 


МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 


Дослідження проведені на щурах-самках вагою 
160-200 г. ВК викликали одноразовим ректальним 
введенням 0,1 мл 6%-го розчину йодоацетаміду 
(51ота, США), розчиненим в 1%-ному розчині 
метилцелюлози (51ета, США) (7 см від анального 
отвору, використовуючи гумовий катетер 58 (Бізе, 
Німеччина). 

Для оцінки ефективності впливу УЕСЕ на клінічні 
та морфологічні ознаки йодоацетамід-зумовленого ВК 
щурам вводили  нейтралізуюче моноклональне 
антитіло до УЕСЕ (УЕСЕ антитіло) (АБ-3; ГаБҰ1ѕіоп 
Со. США), яке було вироблене у мишей на 
рекомбінантний МЕСЕ-А білок людини та має 
нейтралізуючу  біоактивність до вах  УЕСЕ-А 
ізоформ. Для перевірки активності цього антитіла 
проти УЕСЕ щура, ми провели визначення експресії 
УЕСЕ протеїну в слизовій оболонці товстої кишки 
щурів методом Вестерн блотинг, використовуючи це 
анитіло в якості первинного (1:500, ГабУМізіоп Со., 
США). Методику Вестерн блотинг проводили як було 
описано раніше [2]. 

На третій день після введення йодоацетаміду 
щури були поділені на 3 групи (п=5): І група - 
отримувала УЕСЕ антитіло, у вигляді 
внутрішньом'язової ін'єкції в дозі 50 мкг/щура, на 3 
та 5 день; П група - отримувала контрольний мишачий 
імуноглобулін С (106) (ГабУ151юп Со.; США), у 
вигляді  внутрішньом'язової ін'єкції в дозі 50 
мкг/щура, на 3 та 5 день; Ш група - 0,1 мл/щура 
фізіологічний розчин, внутрішньом'язово. Щурів 
умертвляли на 7 день після введення йодоацетаміду. 
Експеримент повторили двічі. 

Для порівняння ефективності УЕСЕ антитіла, ми 
вводили щурам ректально 5-АСА (81ота-АІагісһ, 
США) в дозі 100 мг/кг, двічі на день починаючи з 
другого дня після введення йодоацетаміду. Щурам 
контрольної групи вводили ректально фізіологічний 
розчин. Щурів умертвляли на 7 день після введення 
йодоацетаміду. Експеримент повторили двічі. 

Клінічні ознаки коліту, такі як маса тіла, летаргія 
(0-3 бали: 0 - норма, 1 - помірно піднята шерсть, 2 - 
тварина брудна, зменшення спонтанних рухів, 3 - 
тварина майже не рухається, не реагує на інших 
тварин), діарея (0-3 бали: 0 - норма; 1 - м'яке чи 
водянисте випорожнення, волога пляма навколо ануса 
до 1 см’; 2 - волога пляма навколо ануса більше ніж 1 
см“, охоплює нижню частину живота; 3 - пляма 
доходить до грудей) оцінювали щоденно. 

Для оцінки макроскопічних ураженнь, видаляли 7 
см товстої кишки (від анального отвору), розрізали з 
антимезентерального боку, промивали в 
фізіологічному | розчині. | Вимірювали: площу 
ураження (мм), поперековий переріз стінки товстої 
кишки (мм), площу ділянки, що втратила складки 


(мм:), вагу 7 см кишки в перерахунку на 100г маси 
щура (мг/100г тіла). 

Статистичну обробку результатів проводили за + 
тестом Ст'юдента. Дані представлені у вигляді М+8р, 
п - кількість тварин у групі. Статистично значущою 
для всіх показників вважали різницю Р« 0,05. 


РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


На першому етапі наших досліджень ми 
визначили чутливість УНСЕ атипла, що було 
вироблено у мишей на рекомбінантний УЕСЕ-А білок 
людини, до УЕСЕ щура. Як видно на рис. 1 


нейтралізуюче | МЕСЕ  атитіло миші здатне 
зв'язуватись з УЕСЕ щура. 
Наступним завданням було дослідити 


ефективність нейтралізації МЕСЕ при йодоацетамід- 
зумовленому коліті у щурів. Введення УЕСЕ антитіла 
значно покращувало клінічні ознаки коліту. А саме, 
77% щурів Ш групи, що отримували фізіологічний 
розчин та 70% тварин П групи, що отримували 106 на 
день автопсії мали діарею 1,1 та 0,9 балів відповідно. 
Тоді як, лише 50% тварини І групи, що отримували 
УЕСЕ антитіло мали діарею з середнім показником 
0,6 балів. Рівень летаргії був також значно зменшений 
у І групі тварин у порівнянні з П та ПІ групами. Так в 
І трупі цей показник складав 0,6 балів, в П групі - 1,1 
балів, а в Ш групі - 0,7 балів. 


Рис. 1. Визначення рівня експресії УЕСЕ протеїну в 
слизовій оболонці товстої кишки різних щурів (1, 2, 3) за 
допомогою нейтралізуючого УЕСЕ атитіла миші. Вестерн 
блотинг, п=3. 


Введення УЕСЕ антитіла значно покращувало 
морфологічні ознаки коліту. Так площа уражень в І та 
П контрольних групах дорівнювала відповідно 
347,16+141,51 мм? та 260,15+111,77 мм”, тоді як після 
введення УЕСЕ антитіла цей показник становив 
143,35=49,95 мм? (р<0,001 та р<0,01, відповідно). 
Введення УЕСЕ антитіла зменшувало показник 
поперекового перерізу стінки товстої кишки 
(розширення кишки) і становило17+3,33мм, проти 
22,5+3,88 мм та 22,1+5,17 мм в контрольних групах Ії 
П (р<0,01 та р<0,05, відповідно). Площа ділянки 
товстої кишки без складок дорівнювала 
457,44+202,56 мм’ та 331,00--139,54 мм”, відповідно в 
І 1 П групах. Після введення УЕСЕ антитіла цей 
показник становив 179,9-79,27 мм? (р<0,001 та р<0,01, 
відповідно). Маса кишки на 100г тіла шура, також 
значно зменшувалась під дією  МЕСЕ антитіла 1 
дорівнювала 0,82=0,14 мг/100 г тіла проти 1,26+0,33 
та 1,14+0,35 мг/100 г тіла в контрольних групах [1 П 
(р<0,001 та р« 0,05, відповідно). 

Як ми передбачали, щоденне введення 5-АСА 
вірогідно покращувало клінічні та морфологічні 
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ознаки йодоацетамід-зумовленого ВК. Рівень діареї за 
шкалою 1-3 бали на день автопсії в контрольній групі 
становив 1,4 бали, а 5-АСА зменшувала цей показник 
до 0,8 бала. Летаргія в контрольній групі дорівнювала 
1,2 бали, в групі, що отримувала 5-АСА - 0,7 бала. 
Площа уражень товстої кишки в контрольній групі 
становила 199,31-49,3 мм? , тоді як після введення 5- 
АСА - 110,35+25,05 мм? (р<0,01). Введення 5-АСА 
зменшувало показник поперекового перерізу стінки 
товстої кишки (розширення кишки) і становило 
16,81-2,60мм, проти 20,12+3,50 мм в контрольній 
групі (р<0,05). Площа ділянки товстої кишки без 
складок дорівнювала 250,55=35,63 мм”, після 
введення 5-АСА цей показник становив 180,21-49.39 
мм? (р<0,05). Маса кишки на 100г тіла щура, також 
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0,90+0,08 мг/100 г тіла проти 1,50+0,10 мг/100 г тіла в 
контрольній групі (р<0,05). 

Для порівняння ефективності УЕСЕ антитіла з 
дією  5-АСА отриман фактичні дан: були 
представлені у відсотках відносно контрольної групи 
(100%). В експерименті з УЕСЕ антитілом ми мали 
дві контрольні групи (1 - фіз. розчин та П - 106). Ми 
спостерігали незначний позитивний вплив на 
показники ВК після введення 106 у порівнянні з 
групою щурів, що отримувала фіз. розчин (І група). 
Зважаючи на це, ми прийняли за 100% контрольну 
групу, що отримувала 106 (П група) для перерахунку 
фактичних показників УЕСЕ-групи. Як видно з рис. 2, 
ефективність УЕСЕ антитіла не відрізняється від 


такої, що було відзначене для 5-АСА. 
Площа Масакишки Розширення 
втрати складок кишки 
Т ж ж ж ла 


| | 
1 2 з 1 2 3 1 2 3 


Рис. 2. Ефективність дії МЕСЕ антитіла (3) з 5-АСА (2) на клінічні прояви та морфологічні показники йодоацетамід- 
зумовленого виразкового коліту у щурів. М+8р, п=10. * - р<0,05; ** - р« 0,01, відносно показників у контрольній групі (1). 


Відсутність різниці в | ефективності між 
протизапальним препаратом 5-АСА, який є першою 
лінією призначення при ВК, та УЕСЕ антитілом може 
свідчити про тісний взаємозв'язок між запаленням та 
ангіогенними факторами в патогенезі ВК. На користь 
цього | твердження є данні, отриман: на 
експериментальній моделі синовіта (запалення 
сіновіальної оболонки суглоба). У тварин з 
синовітом блокатори ангіогенезу, такі як ТМРА70, 
ауВ антагоністи, 2-метоксіестрадіол зменшували 
запалення [9]. Лікування пацієнтів з хворобою 
Крона потужним анти-ангіогенним препаратом 
талідамідом було асоційоване зі зниженням рівня 
про-запальних медіаторів: фактора некрозу пухлин 
(ТМЕ-о) та інтерлейкіну-12 [4]. Пацієнти з хворобою 
Крона, які отримували терапію з нейтралізуючим 
антитілом до ТМЕ-а (Інфліксімаб), показали швидке 
та стійке зниження рівня УЕСЕ [6]. 


ВИСНОВКИ 


1. Пригнічення активност про-ангіогенного 
фактора УЕСЕ справляє позитивний вплив на клінічні 
та морфологічні ознаки експериментального ВК. 

2. За силою ефекту МЕСЕ антитіло не 
відрізняється від протизапального препарату 5-АСА, 
який є першою лінією призначення при ВК. 
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ЭФФЕКТИВНОСТЬ НЕЙТРАЛИЗИРУЮЩЕГО АНТИТЕЛА К ФАКТОРУ РОСТА КРОВЕНОСНЫХ СОСУДОВ 
ПРИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМ ЯЗВЕННОМ КОЛИТЕ 


Толстанова А.Н., Остапченко Л.И. 


Фактор роста кровеносных сосудов (УЕСР) - мощный стимулятор ангиогенеза, который кроме участия в пролиферации, 
миграции эндотелиальных сосудов, вызывает гиперпроницаемость кровеносных сосудов и увеличение адгезии лейкоцитов. 
Целью данной работы: изучить и сравнить эффективность нейтрализирующего антитела к УЕСЕ (УЕСЕ антитело) с 
традиционным противовоспалительным препаратом 5-аминосалициловой кислотой (5-АСА) при экспериментальном 
язвенном колите у крыс, вызванном 6% йодоацетамидом. Введение УЕСЕ антитела значительно улучшало клинические и 
морфологические характеристики колита. Эффективность УЕСЕ антитела не отличалась от такой 5-АСА. Отсутствие 
разницы в эффективности противовоспалительного препарата 5-АСА, который является первой линией назначения при 
язвенном колите, и УЕСЕ антителом указывает на тесную взаимосвязь между воспалением и ангиогенными факторами в 
патогенезе воспалительных заболеваний кишечника. 


Ключові слова: воспалительные заболевания кишечника, экспериментальный колит, нейтрализирующее УЕСЕ антитело, 5- 
аминосалициловая кислота. 


ТНЕ ЕККІСАСУ ОЕ МЕСЄТВАГІ/ІХС АХТІВОРУ АСАІМЅТ УАЗСОГАВ ЕМрОТНЕШАІ СКОУУТН ЕАСТОВ 
рОВІХС ЕХРЕКІМЕМТАІ ОГСЕВАТТУЕ СОГТ!$ 


То${апоуа С.М., ОзаревепкКо І.І. 


Мазсціаг епіоеПа] ргоуіһ Фасфог (МЕСЕ) 15 а реш ѕішпшаќог ої апріорепѕіѕ. І ѕішпиаѓеѕ рго|еганоп апа тісгайоп об 
епдошеНа| сеї аз ме1ї аз шсгеазез уаѕсшаг реглеабійу апа Ієеџсосуѓеѕ а@Без1оп. Тһе аіт об Фе ргебепі 5їиду уаѕ #0 шуезисае 
апа сотраге еЁНсасу ої пешітайліпє УЕСЕ апіїбоду уіёћ ігадійопа! апіі-іпћйаттаќогу гир 5-атіповайсійс асі (5-АЗА) дана? 
6% Іойоасеѓатіае-іпіџсей цісегайує сої ш га. Тгеайтепі мл УЕСЕ апиБоду ѕіспіћсапіу пиргоуе4 сіпіса! апа тогріоіовіс 
$1215 ої шШсегайуе сошѕ. Тһе еЁйсасу об УЕСЕ апіїбоду апа апН-шЯаттаюгу 5-АЗА ма5 ће зате. Ѕштшаг ейесіуепеѕѕ ої апіі- 
іпђаттаќогу гир 5-АЅА, ућісһ 15 е Бг5і Ппе ої ћегару Фшгіпе шсегайуе со!1015, апі УЕСЕ апіїбоду тау іпаісаѓе іпіегасіїоп 
Бебмееп іййапатайоп апа апо1орепіс Ѓасќогѕ ш ће раћорепеѕіѕ оЁіпЙаттаќогу Боже! 415еазе. 


Кеу мога: іпћаттаќѓогу Бомеі йіѕеаѕе, ехрегітепіа! сої, пештаігіпо УЕСЕ апіїбоду, 5-атіпоѕа!ісіїїс асіа. 


148 


Физика живого, Т. 18, Мо 1, 2010. С. 148-153. 
© Урсуленко В.И., Мирошниченко Н.С., Прудкий И.И., Дзахоева Л.С., Береговой А.А., 
Клименко Л.А., Клименко С.Г., Осипенко Н.С. 


Рвуз1с$ обе Ауе 
"у .ра.ѕсіепсе-сепќег.пеќё 
УДК 612.36 


ИЗМЕНЕНИЕ ПАРАМЕТРОВ БИОХИМИЧЕСКИХ МАРКЕРОВ А 
ПОВРЕЖДЕНИЯ МИОКАРДА ПРИ ОПЕРАЦИЯХ НА СЕРДЦЕ С КАРДИОПЛЕГИЕИ 
И ПРИ ИСКУССТВЕННОЙ ФИБРИЛЛЯЦИИ ЖЕЛУДОЧКОВ 
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Показано, что активность ферментов - маркеров повреждения клеточных структур миокарда одинакова, как при 


использовании кардиоплегии, так и при операциях на фибриллирующем сердце. При некоторых осложненных формах 
ишемической болезни сердца можно использовать метод коррекции патологии на фибриллирующем сердце, что уменьшает 


материальные затраты и время пребывания пациентов в больнице. 


Ключевые слова:. миокард, кардиоплегия, ишемия сердца, фибриллирующее сердце. 


ВВЕДЕНИЕ 


Защита миокарда при операциях на открытом 
сердце - одна из основных составляющих, от которой 
зависит непосредственный результат операции и 
снижение частоты случаев острой сердечной 
недостаточности (ОСН) в раннем послеоперационном 
периоде [1,2,4,8]. Используемые в настоящее время 
кардиоплегические растворы (кустодиол и др.) 
позволяют защитить миокард от повреждения на 2-3 
часа при сложных и сочетанных операциях [2,4]. 
Недостатком этого метода можно назвать его 
затратность, трудоемкость и длительность. Поэтому 
при операциях, не требующих длительного времени 
для устранения несложных заболеваний сердца, 
вполне оправдано выполнение операции на 
фибриллирующем сердце с предварительной 
реваскуляризацией миокарда [7]. 

Целью работы было провести сравнительную 
оценку степени повреждения миокарда, после 
операций выполненных в условиях кардиплегии и на 
фибриллирующем сердце у больных с осложненными 
формами ишемической болезни сердца (ИБС) и при ее 
сочетании с клапанной патологией. 


МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 


Клинический материал составили 36 
оперированных больных с осложненными формами 
ишемической болезни сердца (ИБС), такими как 
постинфарктная аневризма левого желудочка (АЛЖ), 
митральная недостаточность (МН), разрыв 
межжелудочковой перегородки (РМЖП) и пациенты с 


ИБС и сопутствующей клапанной патологией. Первая 
группа состояла из 20 пациентов, вторая - из 16. 

В обеих группах пациентов определяли газы 
крови и кислотно-щелочное равновесие (КЩР) на 
аппарате АСТРУП. Биохимические маркеры 
повреждения миокарда определяли на биохимическом 
анализаторе (автомат) УПТАВ ЕЕХОВ Е 
(Нидерланды). Миокардиальная креатинфосфокиназа 
(МВ-КФК), норма и 30-60 ОЛ, согласно наборам 
фирмы «ЕМТЕСН», креатинфосфокиназа общая 
(КФКобщ.) - 90-900 ОЛ, лактатдегидрогиназа (ЛДГ)- 
420-1200 ОЛ, аспартатаминотрансфераза (АСТ) -6- 
120 ОЛ, аланинаминотрансфераза (АЛТ) - 6-60 ОЛ, 
(ОЛ. - условные единицы). На анализаторе фирмы 
«КосНе» «СагФас теайег» определяли: лактат - > 
4ммоль/л, тропонин - І (иммунохроматография, 
быстрый тест, качественный), тропонин Т 
(количественный). 

Кровь для исследования забирали из лучевой 
артерии (ЛА), аппарата искусственного 
кровообращения (АИК) и центральной вены (ЦВ). Из 
коронарного синуса (КС) забор крови проводили 
путем его пункции или посредством введенной в него 
канюли для ретроградного введения 
кардиоплегического раствора. Первый забор крови 
осуществляли после введения больного в наркоз. 
Информативность этих показателей имела значение 
для больных с нестабильной стенокардией (НСК) и 
признаками ишемии по электрокардиограмме (ЭКГ). 

Второй забор крови проводили до начала 
фибрилляции или перед пережатием аорты. Третий 
забор - после дефибрилляции или спустя 5 мин. после 
снятия зажима с аорты и восстановления перфузии 


миокарда. Четвертый забор крови осуществляли из 
центральной вены, на следующее утро после 
операции (через 16-18 час.). 

Математический анализ полученных результатов 
проводили в соответствии с общепринятыми 
правилами вариационной статистики. Для оценки 
достоверности различий использовали # - критерий 
Стьюдента. 


РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 


Активность сывороточных ферментов определяли 
у пациентов, которые на определенном этапе 
находились на искусственной вентиляции легких 
(ИВЛ) и в условиях искусственного кровообращения 
(ИК) с гемодиллюцией. Поэтому мы оценивали 
показатели адекватности метаболизма, отклонение 
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которых от нормы | могли повлиять на 
функционирование жизненно важных органов (в том 
числе и миокарда) [8]. 

Анализ показателей КЩР и газового состава 
крови (табл.1), до остановки сердечной деятельности, 
и после ее восстановления, показал, что они не 
отклонялись от нормы. Стандартные показатели 
буферов крови (тТСО- тотальное содержание 
углекислоты крови, ВЕ - избыток оснований крови) во 
время искусственного кровообращения указывают на 
благоприятные метаболические условия в организме и 
не могли отрицательно влиять на метаболизм 
миокарда. 

Сопоставительный анализ этих показателей в 
пробах, только из коронарного синуса, тоже не 
выявил отклонений в метаболизме миокарда по 
уровню рН, ВЕ и тСО». 

Таблица 1. 


Показатели газового состава и КЩР крови в исследуемых группах оперированных больных 


Группа с фибрилляцией (п = 20) Группа с кардиоплегией (п = 16) 
Показа- 
Е 2 – забор 3 – забо 2 – забо 3 – забор 
КС ЦВ Аорта | КС ЦВ | Аорта | КС ЦВ | Аорта | КС ЦВ Аорта 
рН 7,41 7,39 7,42 7,40 7,39 7,39 7,42 7,32 7,41 7,39 7,37 7,49 
+0,13 +0,12 0,15 0,12 0,11 0,12 0,13 0,14 0,12 0,13 0,11 +0,15 
рСО› 44,6 46,0 38,04 | 43,9 | 43,08 | 38,07 | 43,1 34,2 35,8 39,3 32,0 31,3 
22,7 22,4 21,8 2,1 1,3 0,9 2,3 1,1 1,3 1,7 1,7 21,8 
ро; 35,0 44,5 153,1 32,8 42,6 153,4 | 25,0 59,5 182,0 | 57,1 43,6 149,7 
13,5 2,9 10,3 1,7 2,6 Е11,5 | 21,5 4,1 12,8 27,1 3,1 214,2 
тСО, 29,7 29,2 28,7 19,5 
22,2 Й Й 22,2 Й 21,8 Й Й 22,1 Й й 
ВЕ (-2,5)- | (-1,1)- -1,4 -1,5- | -1,7- -2,7- | +2,3- | -1,9- | +3,0- -6,6 -2,7 -1,6 
(+4,2) (+4,7) +2,7 + 5,0 | +1,9 +3,7 +3,7 +1,5 +4,9 -3,8 0,9 +0,9 


Примечания: рН-отрицательный логарифм концентрации ионов водорода в крови, рСО, — напряжение углекислого газа в крови, 
рО»›- напряжение кислорода в крови, тТСО,- тотальное содержание углекислоты крови, ВЕ- избыток оснований крови, КС — 


коронарный синус, ЦВ- центральная вена, Ао - аорта. 


Газовый состав крови, полученный из 
коронарного синуса, отличался от показателей 
центральной вены (табл.2) по величине напряжения 
кислорода, который был достоверно меньше чем в 
центральной вене. Это подтверждает известный из 
физиологии факт, что жизненно важные органы, 
включая миокард, в большей степени утилизирует 
кислород, по сравнению с организмом в целом. В 
процессе операции было установлено, что после 


снятия зажима с аорты и восстановления коронарного 
кровотока, миокард в течение 1-3 мин. практически не 
утилизирует кислород, напряжение его в эти минуты 
почти не отличается от показателей в артериальной 
крови и визуально кровь не отличается от 
артериальной. Только через несколько минут кровь 
начинает темнеть, что свидетельствует о начале 
активной утилизации кислорода «проснувшимся» 
миокардом. 


Таблица 2 


Показатели КЩР и газового состава крови в коронарном синусе в 2-х исследуемых группах 


показатель 2- забор (до основного зтапа) 3 забор (после основного зтапа) 
фибрилляция кардиоплегия фибрилляция кардиоплегия 
рН 7,41 + 0,15 7,42 = 0,3 7,40 = 0,2 7,39 + 0,4 
рСО, 44,6 = 0,5 43,1 = 0,4 43,9 = 1,1 39,3 = 0,7 
ро, 35,0 = 0,3 25,0 = 0,5 32,8 + 1,3 57,1+271 
тСО, 29,7 = 1,5 28,7 = 1,7 29,2 = 1,2 19,5 42,7 
ВЕ +4,2 + 2,5 +3,7 + 2,3 +5,9 + 1,5 -6,6 + - 3,8 


Обозначения такие же, как и в таблице 1. 
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Полученные данные позволяют сделать вывод, 
что метаболические условия и газовый режим в 
исследуемых группах не могли влиять на уровень 
сывороточных ферментов, свидетельствующих о 
повреждении миокарда. 

Показатели активности сывороточных ферментов 
в крови, взятой из коронарного синуса и центральной 
вены до остановки сердечной деятельности и после ее 
восстановления, а также на следующий день, 
представлены в табл.3. Обоснованием раннего забора 
крови для исследования послужили данные [6], 
которые показали, что если артерия закрыта, 
перфузия зоны инфаркта минимальная, отсутствуют 
условия для вымывания ферментов из зоны 
поврежденного участка или из всей массы миокарда. 
Эти ферменты определяются в сыворотке крови 
спустя 6 и более часов с пиком активности через 12-18 
часов. 

Если перфузия миокарда (или инфаркт вызвавшей 
окллюзированной коронароной артерии) быстро 
восстановлена - активность ферментов повышается в 
2-4 раза уже в первые 4 часа [4] .Поэтому, к моменту 
окончания основного этапа операции и 
восстановления сердечной деятельности и 
повреждении миокарда (если оно состоялось), можно 
рассчитывать на повышение активности ферментов. 

В исследуемых группах оперированных больных, 
реперфузия миокарда по стенозированным или 
оклюзированным коронарным артериям, была 
восстановлена до или на этапе восстановления 
сердечной деятельности. Если имело место 
повреждение миокарда, во время фибрилляции или на 
период пережатия аорты, то в этих случаях 
вероятность обнаружения следов маркеров 
повреждения миокарда увеличивается. Это можно 
объяснить тем, что концентрация ферментов в 
коронарном синусе будет всегда выше, чем в 
венозной крови всего организма. Увеличение 
концентрации ферментов и ее динамика в сыворотке 
крови взятой из коронарного синуса и центральной 
вены, в дальнейшем сопоставлялись с показателями 
концентрации ферментов сыворотки крови, взятой на 
следующий день после операции с данными ЭКГ. 

При анализе полученных данных мы принимали в 
расчет и тот факт, что во время операций на открытом 
сердце всегда имеется та или иная степень 
повреждения миокарда Это происходит при 
рассечении и резекции мышечных и других тканей, 
давлении и растяжении тканей сердца 
хирургическими инструментами, сшивании 
резецированных тканей. При этих, и других 
манипуляциях, в сочетании с длительной анестезией, 
активность сывороточных ферментов возрастает. 
Логично заключить, что при определении активности 
ферментов в сыворотке крови коронарного синуса, 
имеется больше шансов установить их появление в 
первые минуты после основного этапа операции, если 
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имело место повреждение миокарда в результате 
плохой его защиты. 


Для оценки уровня активности ферментов 
полученных при исследовании мы пользовались 
установленными в нашей лаборатории цифрами 


нормальных значений активности выше названных 
ферментов, что позволяло определять исходный 
(фоновый) уровень активности ферментов сыворотки 
оперируемого больного. 

Исследование уровня активности ферментов в 
сыворотке крови оперируемых больных до начала 
операции показали нормовые цифры установленных в 
нашей лаборатории для них значений (МВ-КФК-24,5, 
КФК общ.-219 , ЛДГ-303, АСТ-3,7, АЛТ-24,6). 

Изофермент МВ-КФК считается лучшим 
ферментным тестом для подтверждения повреждения 
миокарда в результате инфаркта миокарда или 
недостаточной его защиты во время операции [2]. 

Уровень активности этого фермента до и после 
восстановления сердечной деятельности находился на 
уровне верхней границы установленной нормы. На 
следующий день он был достоверно выше в обеих 
группах (в 2 и 1,5 раза), но больше в группе 
оперированных с кардиоплегией, хотя эта разница 
была недостоверной. Видимо это связано с более 
длительным искусственным кровообращением и 
временем пережатия аорты. Полученные данные не 
позволяют утверждать, что в обеих группах имело 
место повреждение миокарда, больше в группе с 
кардиоплегией, так как на 3- 4 сутки эти показатели 
нормализовались. (табл. 4) Подтверждением этому 
являются показатели КФК-общ., уровень которой 
увеличился в первой группев З ив 2 раза во второй и 
нормализовались тоже на 3-4 сутки. 

В группу основных миокардиальных маркеров 
повреждения миокарда включают традиционно 
лактатдегидрогеназу и аспартатаминотрансферазу. В 
типичных случаях острого инфаркта миокарда (ОИМ) 
активность лактатдегидрогеназы сыворотки крови 
повышается на 2-е сутки. Повышение этого 
показателя в дальнейшем может свидетельствовать о 
реакции паренхимы печени, легких или сердечной 
недостаточности. 

В исследуемых группах больных этот показатель 
не выходил за пределы установленных норм во время 
операции и на 2-е сутки. Это можно отнести и к 
активности аспартатаминотрансферазы, увеличение 
которой выше нормального уровня наблюдается через 
6-12 часов и через 18- 36 часов возвращается к норме. 
Степень активности аспартатаминотрансферазы не 
может однозначно характеризовать тяжесть 
поражения миокарда, но с целью диагностики и 
контроля он не уступает по своей информативности в 
ранние сроки другим тестам. В наших группах этот 
показатель устойчиво удерживался на уровне верхних 
границ нормы и не свидетельствовал в пользу 
достоверного повреждения миокарда. 
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Таблица 3 
Параметры изменения активности сывороточных ферментов в исследуемых группах 
оперированных больных 


Группа с кардиплегией (п =16) Группа с фибрилляцией (п = 20) | Длительность 
Показатель Фибрилляции 
(норма) 2 забор 3 забор 4забор 2 забор 3 забор 4забор > оны 
МВ-КФК 41,05 | 562 143,2 55,2 63,7 85,4 о 
(30-60 ДЛ.) +2,7 +4,1 27,2 23,7 +6,2 +5,5 4-й 78,6+ 9.4 
КФК - общ. 398,5 351,5 2479,7 312,9 336,6 1808,5 903,6 
(90-900 ОЛ) 226,7 227,2 2183,5 225,6 + 19,5 +117,6 +17,5 
ЛДГ 388,0 495,6 1064,0 302,2, 3406,0 1160,8 1178,5 
(420-12000/Т.) +15,6 +19,3 +96,4 +17,5 +217,8 +111,5 +65,6 
ЛАКТАТ 1,9 4,7 6,8 3,26 4,47 1,56 1,57 
(24 ммоль/л +0,3 +1,1 +1,9 +1,2 +1,4 +0,3 +0,3 
АСТ 130,8 125,9 143,5 
(6-1200Л) = ЕЧ +20,0 +17,0 214,4 
АЛТ 46,7 41,06 38,7 
(6-600Л) + 1,5 +2,0 + 2,7 
Тропониновая проба, % 
рае ууд |937 81,3 75,0 80,0 95,0 100,0 
результат 
ое 0 16,3 18,7 25,0 200 5,0 
житель. рез. 
ЭКГ (%) 
Без особен. 62,5 60,0 50,0 
Гипоксия р - 16,6 
Сниж.вольт 6,3 10,0- 
БЛНП Гиса б 
Полож. дин. 6,3 30,0 33,4 
Врамя ИК 132,8=31,5 54,7+18,3 95,6+10,5 
Длительн. 73,5+27,3 й р 
переж. аорты 
Длительн. 
фибрилляц. 0 31,5=6,1 59, 2=3,5 
сердца 
Примечания: МВ-КФК - миокардиальная креатинфосфокиназа, КФКобщ. - креатинфосфокиназа общая, ЛДГ - 
лактатдегидрогиназа АСТ — аспартатаминотрансфераза, АЛТ - аланинаминотрансфераза, ЮЛ, - условные единицы, 
БЛНИ Гиса - блокада левой ножки пучка Гиса. 
Таблица 4 
Динамика показателей активности сывороточных ферментов на 3-4 сутки в 2-х группах пациентов 
Операция с кардиоплегией (п=10) Операция с фибрилляцией (п=10) 
оао (первая группа) (вторая группа). 
Через 16-18 час. 3-4 сутки Через 16-18час 3-4 сутки 
МВ-КФК (н-30-60) 183 +12,7 38,5+5,6 1247,6 44,7+3,7 
КФК - общ. (н-90-900) 4877 +192,5 579+34,7 3281+123,5 1005,5+48,5 
ЛДГ (н-420-1200) 1523 +102,6 945588,9 1011+56,9 749,7+ 24,6 
АСТ (н-6-120) 186 + 16,8 49+8,7 134+9,2 74,7+ 17,3 
АЛТ (н-6-60) 60+ 11,8 54+7,8 44+5,6 46,0+ 6,7 
Син, Исходны Данных за ух Положит 
ЭКГ вольтаж. аа ОИ и | 
Ухуд.КК нет показатели КК - нет динамика 


Примечания: ЭКГ - злектрокардиограмма, КК - коронарный кровоток. 
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Определения | уровня кардиоспецифического 
тропонина (Т) - белка, входящего в состав тонких 
(актиновых) миофибрилл кардимиоцитов и 
являющегося маркером разрушения сердечной клетки, 
проводилось качественньм методом. В группе с 
кардиоплегиєй слабоположительный тест (1+) был 
выявлен только в одном случае (6,2%) после 
восстановления работы сердца и на второй день. В 


группе с фибрилляцией этот тест был 
слабоположительным до операции в 11,5% случаев 
(во всех случаях была НСК (нестабильная 


стенокардия)), в 19,2% - перед фибрилляцией и 
14,4%- после восстановления работы сердца. На 
следующий день слабоположительный тест выявлен 
только в одном случае (3,8%). Такую динамику этого 
показателя можно объяснить тем, что в группе с 
кадиоплегией исходно брались на операцию больные 
в нестабильном по клинике и ЭКГ состоянии. Но 
более важным является тот факт, что во время 
операции имеет место большое повреждение 
миокарда при резекции мешка аневризмы. Во многих 
случаях стенка аневризмы представляла собой 
мышечную ткань. Резекция мышечной ткани была 
необходима для уменьшения объема и реконструкции 
геометрии левого желудочка. Большая поверхность 
разрушенной мышечной ткани, в условиях хорошей 
коронарной перфузии могла быть причиной 
повышения уровня тропонинового теста. Плотное и 
правильное, без смещения, прижатие, сопоставление и 
сшивание краев разреза устраняло или уменьшало 
возможности вымывания поврежденных клеток, что 
способствовало уменьшению количества 
положительных тропониновых проб на следующий 
день после операции. 

Лактат - (молочная кислота) образуется при 
разложении глюкозы в реакциях гликолиза. Обмен 
глюкозы приводит к образованию пировиноградной 
кислоты, которая под воздействиєм 
лактатдегидрогиназы превращается в молочную 
кислоту. После выхода из клетки, молочная кислота 
нейтрализуется буферным воздействием бикарбо- 
натов внеклеточной жидкости. Если количество 
молочной кислоты увеличивается, перекрывая 
возможности ее утилизации в изолированном (при 
кардиоплегии это кустадиол — внутриклеточный 
буфер) от общего кровообращения сердца то 
развивается лактатный (метаболический) ацидоз, 
разной степени тяжести, вплоть до некомпенси- 
рованного снижения рН крови, росту токсических 
соединений (салицилатов, метанола). Динамика этого 
показателя в наших исследованиях не выявила 
достоверных его отклонений от принятой нормы 
(2 4 ммоль/л), что свидетельствует о надежности 
используемого  кардиоплегического раствора. В 
группе больных, оперированных на фибриллирующем 
сердце, коронарный кровоток не изолирован от 
общего кровообращения и возможности устранения 
ацидоза, как в сердце, так и во всем организме 
повышаются. Следует также учитывать, что средняя 
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продолжительность искусственного кровообращения 
в этой группе была в 2,5 раза меньше чем в группе, 
оперированных больных с кардиплегией. Быстрый 
перевод этих пациентов на самостоятельное дыхание 
и нормализация гемостаза способствовала его 
стабилизации на уровне 1,56 ммоль/л, в то время как в 
группе с кадиоплегией уровень лактатов на 
следующий день удерживался в пределах 6,8 ммоль/л, 
который можно объяснить продолжительной 
искусственной регуляцией жизнеобеспечения. В 
большей степени это касалось искусственной 
вентиляцией легких, стимуляции мочевыделения, 
нормализации гомеостаза. 

Показатели ЭКГ, после операции и на следующий 
день, не выявили отрицательных ЭКГ-признаков 
состояния миокарда в исследуемых группах больных, 
что также свидетельствовало в пользу адекватности 
обоих методов защиты миокарда при операциях на 
сердце с разными методами защиты миокарда с 
учетом исходной патологии. 


ВЫВОДЫ 


Анализ активности сывороточных ферментов, как 
маркеров повреждения клеточных структур миокарда 
не выявили достоверной разницы повышения их 
активности как при использовании кардиоплегии, так 
и при операциях на фибриллирующем сердце. 

Использование кардиоплегического раствора для 
защиты миокарда оправдано и хорошо себя 
зарекомендовало при длительных операциях на 
открытом сердце. Недостатком этого метода является 
его трудоемкость, длительность и затратность. 

При некоторых осложненных формах 
ишемической болезни сердца, межпредсердных 
дефектах и некоторых пороках клапанов можно 
использовать метод коррекции патологии на 
фибриллирующем сердце, который нетрудоемкий, 
мало затратный и сокращает время операции. При 
этом методе сокращается время пребывания 
пациентов в отделении интенсивной терапии, 
снижаются госпитальные затраты. 
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Урсуленко В.І., Мірошниченко М.С. Прудкий 1.1., Дзахоєва Л.С., Береговий О.А., Клименко Л.А., Клименко С.Г., 
Осипенко Н.С. 


Показано, що активність ферментів - маркерів пошкодження клітинних структур міокарду однакова, як при використанні 
кардіоплегії, так і при операціях на фібрилюючому серці. При деяких ускладнених формах ішемічної хвороби серця можна 
використовувати метод корекції патології на фібрилюючому серці, що зменшує матеріальні витрати і час перебування 
хворого в лікарні. 


Ключові слова: міокард, кардіоплегія, ішемія серця, фібрилююче серце. 


СНАМСЕЅ ОЕ ЕХ/УМЕЗ5 - МАККЕКЅ РАКАМЕТЕКЅ ОЕ МУОСАКОГОМ рАМАСЕ рОВІХС ОРЕКАТІОМ5 ОМ 
ТНЕ НЕАКТ О05ІХС САВОТОРГЕСТА АХО РОВТХС ОРЕКАТІОМ№Ѕ ОМ А КІВКП.І.АТІХС НЕАКТ 


ЮгвиіепКо У.І., Мігоѕһпісһепко М.5.,РгидКіу 1.1.,О7аКВоеуа Г..5., Вегероуої О.А., КИтепКко Г..А., КИтепко 5.С., 
ОвірепКо №.5. 


К 15 8ромуп Һаї асіїуїу об епуушез - тагкегѕ ої датазе ої сеПиіаг ѕігисіџгеѕ ої туосагАпит 15 14епйса| уһ е изше об 
сагаііорІеріа апа дигіпе ореганоп$ оп а ИбгШайпе Беагі. Іа зоте сотріісаѓеа Когил$ ої іѕсһетіс һеагі іѕеаѕе її 15 роззе їо иѕе 
е тећоа ої соггесіоп ої ће раћоІоріеѕ оп а ЁбгШайпе һеагі уубісі ашіпіѕһеѕ блапсіа! ехрепѕеѕ апа біте ої райепіѕ ѕќау іп 
Фе Возриа|. 


Кеу жога: пзуосагдатит, сагііорІерла, ієѕсһетіс һеагі, бгШайпо Пеагі. 
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Изучали влияние глипролинов (Рго-СІу-Рго, СІу-Рго и Рго-СЛу) на базальную желудочную секрецию кислоты, массу тела и 
состояние слизистой оболочки желудка крыс в условиях 30-ти дневного введения глутамата натрия. Установлено, что 30-ти 
дневное введение глутамата натрия в дозе 30 мг/кг (соответствует 2 г/человека) приводило к эрозивно-язвенным 
поражениям слизистой оболочки желудка и к увеличению секреции соляной кислоты и массы тела. Одновременное 
введение глутамата натрия и глипролинов значительно уменьшало уровень базальной желудочной секреции кислоты и 
массу тела крыс. Глипролины выявились эффективны для профилактики развития эрозивно-язвенных поражений слизистой 
оболочки желудка, вызванных длительным введением глутамата натрия. Итак, мы рассматриваем глипролины 
перспективными для разработки и внедрения в практику средств профилактики побочного действия пищевой добавки 
глутамата натрия. 


Ключевые слова:. глутамат натрия, глипролинь, желудочная секреция кислоты, стресс, слизистая оболочка желудка, масса 


тела. 


ВВЕДЕНИЕ 


В 1907 г. профессор Токийского имперского 
университета Кикунае Икеда впервые выделил 
глутамат натрия путем гидролиза пшеничного 
белка и обнаружил его способность усиливать 
естественные вкусовые качества пищи, которые 
теряются при обработке и хранении. С тех пор 
глутамат натрия используется в большинстве 
современных пищевых технологий как пищевая 
добавка, усиливает вкус и аромат (Е621). 
Сомнения, касающиеся безопасности потребления 
пищевой добавки глутамата натрия, начались в 
1968 году после публикаций в английском 
медицинском журнале данных о том, что натриевая 
соль глутаминовой кислоты может быть причиной 
многих болезней [15]. Данные заболевания были 
объединены термином "синдром китайского 
ресторана", симптомами которого являются резкая 
боль в желудке, груди или голове, покраснение 
лица, повышенная температура тела, усиление 
потоотделения [17]. 

После этих публикаций на протяжении 40 лет 
вплоть до сегодня вокруг данного вопроса 
продолжаются оживленные дискуссии [16]. 
Проведено большое количество исследований во 
многих странах как на здоровых добровольцах, так 


и на людях, которые себя считают 
чувствительными к глутамату натрию. Несмотря на 
значительное число работ, посвященных данной 
проблеме, единого мнения относительно 
безопасной дозы распространенной пищевой 
добавки - глутамата натрия нет [16, 18, 23]. 

В Украине глутамат натрия стал легальной 
пищевой добавкой только в 2000 году после 
постановления Кабинета Министров Украины 
№ 342 от 17 февраля, согласно которому его внесли 
в перечень разрешенных в Украине пищевых 
добавок. За последние 10 лет заболеваемость 
населения болезнями желудочно-кишечного тракта 
и ожирения среди детей и взрослых возросла. На 
сегодня в Украине 40% взрослого населения и 10% 
детского имеют проблемы с пищеварительным 
трактом и чрезмерную массу тела [6]. Основными 
причинами, ведущими к данным проблемам со 
здоровьем, является низкий уровень физической 
активности, особенности пищевого поведения, рост 
в рационе жирных, высококалорийных продуктов и 
легкоусвояемых углеводов, а также широкое и 
бесконтрольноє использование в пищевой 
промышленности и в сети предприятий общепита 
(столовые, кафе, рестораны) пищевых добавок, 
прежде всего, глутамата натрия. 


ВЛИЯНИЕ ГЛИПРОЛИНОВ НА СТРУКТУРНО-ФУНКЦИОНАЛЬНОЕ СОСТОЯНИЕ СЛИЗИСТОЙ ОБОЛОЧКИ ЖЕЛУДКА 155 
И МАССУ ТЕЛА КРЫС В УСЛОВИЯХ ДЛИТЕЛЬНОГО ВВЕДЕНИЯ ГЛУТАМАТА НАТРИЯ 


Установлено, что прием глутамата натрия в 
количестве 3 грамма в день опасен для здоровья 
человека [18, 23]. Однако, ранее нами было 
показано, что ежедневное введение глутамата 
натрия крысам даже в безопасных для здоровья 
человека дозах (15 и 30 мг/кг), что соответствует 1 
и 2 граммам на средне статистического человека, в 
течение 20-ти и 30-ти дней приводило к поражению 
слизистой оболочки желудка (СОЖ), что 
проявлялось в развитии кровоизлияний, эрозий и 
язв, к увеличению секреции соляной кислоты и 
массы тела [8]. Таким образом, мы пришли к 
выводу, что глутамат натрия в количестве меньше 3 
грамм в день также оказывает повреждающее 
влияние на СОЖ. 

Глутамат натрия используется в большинстве 
современных пищевых технологий как пищевая 
добавка и количество | его | употребления 
практически неконтролированный процесс, что 
обусловливает необходимость поиска и внедрения 
средств профилактики отрицательного влияния 
данной добавки на организм человека. Наше 
внимание привлекли глипролины, относящиеся к 
семейству коротких пролинсодержащих 
олигопептидов, которые играют важную роль в 
формировании защитных реакций проксимального 
отдела пищеварительного тракта [1]. Глипролины - 
эндогенные регуляторные пептиды, поскольку 
образуются в организме в процессе синтеза и распада 
коллагена, эластина и других белков соединительной 
ткани [1]. К числу наиболее изученных 
представителей этого семейства относятся пептиды 
Рго-СЛу-Рго (РСР), СІу-Рго (ОР) и Рто-Су (РО). На 
разных моделях язвообразования желудка 
(этаноловая, стрессорная, индометациновая, 
ацетатная, язвы, вызванные перевязкой пилоруса, а 
также введением вещества 48/80) установлены 
протекторные и лечебные свойства глипролинов [2, 9, 
10]. Установлено, что РСР, СР и РО угнетали 
базальную и  стимулированную  желудочную 
секрецию кислоты (ЖСК) у крыс [11]. Также было 
показано, что глипролины способствуют 
понижению массы тела [4]. 

Итак, целью данной работы было исследовать 
влияние РОР, СР и РС на базальную ЖСК, массу тела 
и на состояние СОЖ крыс в условиях длительного 
введения глутамата натрия. 


МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 


Исследования проведены в условиях острого 
эксперимента на 105 белых нелинейных крысах весом 
145-220 г с соблюдением нормативов Конвенции по 
биоэтике Совета Европы 1997 года, Европейской 
конвенции о защите позвоночных животных, 
используемых для экспериментальных и других 
научных целей, общим этическим принципам 


экспериментов на животных, принятых Первым 
национальным конгрессом Украины по биоэтике 
(сентябрь 2001) [5]. Животных содержали в условиях 
аккредитованного вивария согласно "Стандартными 
правилами по упорядочению, оборудованию и 
содержанию экспериментальных биологических 
клиник  (вивариев)". За сутки до проведения 
эксперимента животных подвергали пищевой 
депривации со свободным доступом к воде. Приборы, 
использовавшиеся для научных исследований, 
подлежали метрологическому контролю. 

Изучали влияние глипролинов (РОР, СР, РС) на 
базальную ЖСК, состояние СОЖ в условиях 30-ти 
дневного введения глутамата натрия. Также у крыс 
контрольной и опытных групп после действия 3-х 
часового иммобилизационного водоиммерсионного 
стресса сравнивали пораженность СОЖ. 

Животные были разделены на 5 групп по 21 крысе 
в каждой. 

Животные [Г группы служили интактным 
контролем. Им перорально в течении 30-ти дней 
вводили плацебо (0,5 мл питьевой водопроводной 
дехлорированной воды комнатной температуры). 
Крысам П группы в течении 30-ти дней перорально 
вводили глутамат натрия в дозе 30 мг/кг 
(соответствует 2 г/человека), растворенных в 0,5 мл 
водопроводной дехлорированной воды комнатной 
температуры. Крысам Ш, ІУ, У групп одновременно 
с глутаматом натрия вводили соответственно РОР, 
СР, РО (3,7 мкмоль/кг, растворенные в 0,5 мл 
физиологического раствора, внутрибрюшинно (в/б)) 
19, 10, 11). 

Каждая группа состояла из трех подгрупп по 7 
крыс в каждой: 

подгруппа І - исследование ЖСК и массы тела; 

подгруппа П – изучение состояния СОЖ; 

подгруппа Ш - крысы были подвергнуты 
действию | 3-х часового | иммобилизационного 
водоиммерсионного стресса. 

Через сутки после последнего введения крысам 
воды или исследуемых веществ животных брали в 
эксперимент. Исследования ЖСК у крыс проводили 
методом перфузии изолированного желудка по 
Гхошу и Шильду [19]. Крыс наркотизировали 
уретаном (51ета СПетісра! Со, 51. Гоціз, ОЅА) в 
дозе 1,1 г/кг веса (в/б). Пептиды РОР, СР и РС 
синтезированы в лаборатории регуляторных пептидов 
Института молекулярной генетики РАН (Москва, 
Россия). 


В собранных 10-минутных пробах 
электротитрометрично определяли кислотность 
перфузата с помощью  иономера ЭВ-74 с 


использованием 0,01 М раствора гидроокисида 
натрия (МаОН). Количество МаОН, которое ушло 
на титрование перфузата в 10-ти минутной пробе, 
равнялось дебиту соляной кислоты, выделенной 
желудком за данный период времени. После этого 
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вычисляли дебит кислоты, выделившейся на 
протяжении 120 минут базальной ЖСК. 

После завершения опытов крыс умерщвляли 
посредством летальной дозы уретана (3 г/кг, в/б) 
[14] и анализировали состояние СОЖ. Для этого 
доставали желудок, разрезали его по малой кривизне, 
выворачивали слизистой наружу и тщательно 
промывали физиологическим раствором. При помощи 
гастроскопа при трансилюминационном освещении 
исследовали состояние СОЖ (х4). В каждом желудке 
рассчитывали площадь язв и длину эрозий. После чего 
рассчитывали площадь язв и длину эрозий в среднем 
на один желудок в каждой группе крыс. 

Язвенно-эрозивные поражения СОЖ крыс 
вызывали методом иммобилизационного водоиммер- 
сионного стресса [21], согласно которому животных, 
иммобилизированных в металлических перфориро- 
ванных цилиндрах с прозрачными и перфориро- 
ванными плексигласовыми окнами в основаниях, 
погружали на 3 часа в ванну с водой при температуре 
22-23 °С по уровень шеи. Через 3 часа проводили 
анализ поражений в СОЖ по методике описанной 
выше. 

Полученные результаты исследований 
проверяли на нормальность распределения с 
помощью № теста Шапиро-Вилка. Поскольку наши 
данные оказались нормально распределены, 
сравнение выборок проводилось с помощью + 
критерия Стьюдента для независимых выборок. 
Рассчитывали среднее значение (М), ошибку 
среднего (т). Для наших данных мы принимали 
уровень значимости р<0,05 [3]. 


РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 


Установлено, что у крыс контрольной группы, 
которым 30 дней вводили 0,5 мл воды, дебит 
кислоты равнялся 16,1+3,1 мкмоль/120 мин (п-7). 
Ежедневное введение глутамата натрия в течение 30- 
ти дней в дозе 30 мг/кг приводило к увеличению 
дебита кислоты до 57,0-7,6 мкмоль/120 мин (п-7), 
или на 372% (р<0,05) по сравнению с контролем. 
Одновременное длительное введение  глутамата 
натрия и глипролинов РОР или СР приводило к 
уменьшению ЖСК на 35% (р<0,01) и на 31% (р<0,05) 
соответственно по сравнению с изолированным 
введением глутамата натрия. Уменьшение дебита 
кислоты при одновременном введении параллельно с 
глутаматом натрия РС было статистически не 
достоверным (рис. 1). 

Известно, что гиперацидность желудочного сока 
является фактором риска развития кислотозависимых 
заболеваний желудочно-кишечного тракта, в том 
числе язвенной болезни желудка и двенадцати- 
перстной кишки [7]. В связи с этим далее мы 
исследовали состояние СОЖ крыс. 
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Рис. 1. Влияние РСР, СР и РС (3,7 мкмоль/кг, в/б) на 
базальную желудочную секрецию кислоты у крыс в 
условиях 30-ти дневного введения глутамата натрия (30 
мг/кг, перорально) (М+т; * - р<0,05, *** - р<0,001 в 
сравнении с контролем; Я - р<0,05, ## - р<0,01 в сравнении с 
30-ти дневным введением глутамата натрия). 


О Глутамат натрия (ГН) (п=7) 
ВГНУОР (п=7) 
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Рис. 2. Влияние РСР, СР и РС (3,7 мкмоль/кг, в/б) на 
площадь язв в желудке крыс в условиях 30-ти дневного 
введения глутамата натрия (30 мг/кг, перорально) (Мини; 
*** - р<0,001 в сравнении с контролем). 
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О Глутамат натрия (ГН) (п=7) В ГН+РСР (пе7) 2 ГНУОР (п=7) @ ГНУРО (п=7) 


Рис. 3. Влияние РСР, СР и РО (3,7 мкмоль/кг, в/б) на длину 
зрозий в желудке крыс в условиях 30-ти дневного введения 
глутамата натрия (30 мг/кг, перорально) (М+т; *** - 
р<0,001 в сравнении с контролем) 


Оказалось, что при введении глутамата натрия в 
течение 30-ти дней в желудке крыс развивались 
многочисленные массивные кровоизлияния, 
благодаря чему СОЖ приобретала ярко-красный 
цвет. Под увеличительным стеклом (х4) легко 
рассматривалось значительное количество 
точечных кровоизлияний. В среднем площадь язв 
на один желудок составляла 16,57=1,17 мм? (рис. 2), 
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длина зрозий - 11,36+0,97 мм (рис. 3). Все 
исследованные глипролины при одновременном 30- 
ти дневном введении глутамата натрия 
существенно уменьшали площадь язв в желудке 
крыс: РСР - на 97% (р<0,001), СР - на 97% 
(р<0,001), РС - на 92% (р<0,001) (рис. 2) по 
сравнению с группой крыс, которым вводили 
только глутамат натрия. Глипролины также 
уменьшали длину эрозий в желудке крыс: РСР - на 
86% (р<0,001), СР - на 69% (р<0,001), РС - на 82% 
(р<0,001) (рис. 3). 

После действия 3-х часового иммобилиза- 
ционного водоиммерсионного стресса в СОЖ крыс 
контрольной группы выявлены язвы площадью 
11,86+3,43 мм? и эрозии длиной 4,0+2,19 мм. У крыс, 
которым в течение 30 дней вводили глутамат натрия, 
данный вид стресса вызывал более сильные 
деструктивные поражения СОЖ, чем у крыс, которым 
вводили плацебо. Так, площадь язв и длина эрозий 
увеличилась на 129% (р<0,001) и на 304% (р<0,001) 
соответственно. 


Площадь пораженнй (мм2 


О Стресс-контроль (пе?) 
В Стресс-ГН-ОР (п=7) 


О Глутамат натрия (ГН) (п=7) В Стресс-ТН-РОР (пе?) 
В Стресс-ГН-РО (пет) 


Рис. 4. Влияние совместного 30-ти дневного введения 
глипролинов (РСР, СР и РС 3,7 мкмоль/кг, в/б) и глутамата 
натрия (30 мг/кг, перорально) на стойкость слизистой 
оболочки желудка (площадь язв) к действию стресса. 
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Рис. 5. Влияниє совместного 30-ти дневного введения 
глипролинов (РСР, СР и РС 3,7 мкмоль/кг, в/б) и глутамата 
натрия (30 мг/кг, перорально) на стойкость слизистой 
оболочки желудка (длина зрозий) к действию стресса. 


В группе крыс, которым 30 дней одновременно с 
глутаматом натрия вводили глипролины повышалась 
устойчивость СОЖ к действию стресса. При этом 
размер поражений был значительно меньше, чем в 
группе стресс-контроль (рис. 4, 5). РОР, СР и РС 
соответственно уменьшали площадь язв на 98% 
(р<0,001), 85% (р<0,001), 67% (р<0,001) и длину 
ерозий на 78% (р<0,001), 64% (р<0,001), 85% 
(р<0,001) в сравнении с группой крыс, которым 
вводили только глутамат (рис. 4, 5). 

Следовательно, длительное введение глутамата 
натрия приводит к существенному увеличению 
базальной секреции соляной кислоты в желудке 
крыс и развитию эрозивно-язвенных поражений 
СОЖ, а одновременное введение глутамата натрия и 
глипролинов РСР и ОР значительно уменьшают 


уровень базальной ЖСК. Вее исследуемые 
глипролины (РСР, ОР, РО) эффективны для 
профилактики развития эрозивно-язвенных 


поражений СОЖ, вызванных длительных введением 
глутамата натрия. 

Таким образом, основной возбуждающий 
медиатор центральной нервной системы глутамат 
натрия, который при нормальных условиях вовлечен в 
регуляцию секреторной функции желудка [7] и не 
приводит к нарушению структурно-функционального 
состояния СОЖ, при длительном экзогенном 
введении вызывает его нарушение. То есть, при 
длительном введении глутамат натрия превращается в 
патогенетический фактор образования эрозивно- 
язвенных поражений в СОЖ. 

Масса тела контрольных крыс за 30 дней в 
среднем увеличилась на 30,4+0,51 грамм. В группе 
животных, которым вводили глутамат натрия в дозе 
30 мг/кг в течение 30-ти дней масса тела выросла на 
76,2+1,9 грамма, что на 150% (р<0,001) выше 
контрольного уровня. Увеличение массы тела под 
влиянием глутамата натрия можно объяснить тем, что 
данное вещество является основным возбуждающим 
медиатором в центральной нервной системе [22], и 
стимулирует центр голода [13], в результате чего 
увеличивается потребление кормов. Также, известно, 
что глутамат натрия увеличивает чувствительность 
вкусовых сосочков [20], что проводит к зависимости, 
аналогичной наркотической [22], вследствие чего 
формируется зависимость от пищи, богатой на 
данную пищевую добавку. Примером этого может 
быть формирование зависимости к еде, 
приготовленной в сети «фаст-фуд». 

В группах крыс, которым в течении 30 дней 
вводили глипролинь (РСР, СР и РО) одновременно с 
глутаматом натрия, прирост массы тела не отличался 
от контроля (рис. 6). Для объяснения этого факта 
можно привести данные литературы о том, что 
цикло-РС ингибирует высвобождение из терминалей 
клеток-зерен глутамата, который активирует 
глутаматные рецепторы ММРА-типа [12]. 
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Изменення массы тела (г) 


| О Контроль 7 Глутамат натрия (ГН) ВГН-РОР 8 ГН-ОР ЮТН-РО | 


Рис. 6. Влияние РСР, СР и РС (3,7 мкмоль/кг, в/б) на 
изменение массы тела крыс в условиях 30-ти дневного 
введения глутамата натрия (30 мг/кг, перорально) (М+т; 
*** - р<0,001 в сравнении с контролем; ### - р<0,001 в 
сравнении с 30-ти дневным введением глутамата натрия) 


Таким образом, учитывая эндогенное 
происхождение пролин-содержащих пептидов и их 
метаболитов, а также установленное угнетающее их 
влияние на ЖСК, можно за счет этих пептидов 
расширить спектр известных факторов защиты 


(защитный СЛИЗИСТЫЙ барьер, адекватная 
микроциркуляция, активная регенерация), 
противостоящих в естественных условиях 


факторам агрессии (кислотно-пептический фактор, 
стресс и др.). Уменьшение образования пролин- 
содержащих пептидов будет приводить к 
увеличению секреции кислоты, и, как следствие, 
риску язвообразования. 


ВЫВОДЫ 


Поскольку трипептид РСР и его метаболиты СР и 
РС эффективно защищали СОЖ крыс от эрозивно- 
язвенных поражений и предотвращали избыточное 
увеличение массы тела крыс, вызванных длительным 
введением глутамата натрия, мы рассматриваем 
глипролины как перспективные для разработки и 
внедрения в практику средств профилактики 
побочного действия пищевой добавки глутамата 
натрия. 
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ВПЛИВ ГЛІПРОЛІНІВ НА СТРУКТУРНО-ФУНКЦІОНАЛЬНИЙ СТАН СЛИЗОВОЇ ОБОЛОНКИ ШЛУНКА 
ТА МАСУ ТІЛА ЩУРІВ В УМОВАХ ТРИВАЛОГО ВВЕДЕННЯ ГЛУТАМАТУ НАТРІЮ 


Фалалєєва Т.М., Самоніна Г.Ю., Берегова Т.В., Дзюбенко Н.В., Андрєєва Л.А. 


Вивчали вплив гліпролінов (Рго-СЛу-Рго, С1Іу-Рто 1 Рго-СЛу) на базальну шлункову секрецію кислоти, масу тіла 1 стан 
слизової оболонки шлунка щурів в умовах 30-ти денного введення глутамату натрію. Встановлено, що 30-ти денне 
введення глутамату натрію в дозі 30 мг/кг (відповідає 2 г/людини) призводило до ерозивно-виразкових уражень 
слизової оболонки шлунка, до збільшення секреції соляної кислоти та маси тіла. Одночасне введення глутамату 
натрію 1 гліпролінів значно зменшувало рівень базальної шлункової секреції кислоти і масу тіла щурів. Гліпроліни 
виявилися ефективними для профілактики розвитку ерозивно-виразкових уражень слизової оболонки шлунка, 
викликаних тривалих введенням глутамату натрію. Отже, ми розглядаємо гліпроліни перспективними для розробки 1 
впровадження в практику засобів профілактики побічної дії харчової добавки глутамату натрію. 


Ключові слова: глутамат натрію, гліпроліни, шлункова секреція кислоти, стрес, слизова оболонка шлунку, маса тіла. 
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Запропоновано швидкий, простий у виконанні, точний, кількісний спосіб визначення фібриногену в плазмі крові, що 
полягає у реєстрації зміни оптичної густини розчину при утворенні полімерного фібрину з фібриногену плазми під дією 
анцистрону-Н. Даний спосіб придатний для використання у вітчизняній клінічно-лабораторній практиці 1 може бути 


застосований за умов проведення гепаринотерапії. 


Ключові слова: фібриноген, анцистрон, гепарин, оптична густина. 


ВСТУП 


Фібриноген - розчинний білок плазми крові, з 
якого під дією тромбіну утворюється полімерний 
фібрин. Концентрація фібриногену в плазмі крові 
становить 2-4 г в літрі. За різних патологій вона може 
коливатись в широких межах - від 0 до 10 г/л. 
Підвищення концентрації фібриногену є одним з 
основних факторів ризику виникнення серцево- 
судинних захворювань і призводить до розвитку 
тромботичних ускладнень та інфаркту міокарда у 
хворих на синдром внутрішньосудинного зсідання, 
стенокардію та інші хронічні захворювання серцево- 
судинної системи [1,2]. Доведено, що розмір зони 
некрозу при інфаркті міокарда пропорційний 
концентрації фібриногену в плазмі крові. Окрім того, 
рівень фібриногену є показником не лише порушень 
гемостазу та хвороб серцево-судинної системи, але й 
говорить про ступінь тяжкості запальних, імунних, 
деструктивних та неопластичних процесів [3-4]. 

Визначення рівня фібриногену в плазмі крові 
належить до найпоширеніших тестів в клінічній 
практиці [5]. Більшість запропонованих на 
сьогоднішній день методів кількісного визначення 
фібриногену засновано на реєстрації утворення 
полімерного фібрину з фібриногену під дією тромбіну 
[5-7]. Кількість фібрину визначають візуально за 
часом утворення згустку, ваговим способом або за 
концентрацією білка після розчинення фібрину. За 
умов гепаринотерапії застосування таких тестів є 
некоректним, оскільки відбувається інгібування дії 
тромбіну комплексом гепарин-антитромбін [6, 8]. 
Окрім антитромбіну Ш на активність тромбіну в 
плазмі крові впливають інші інгібітори білкової 
природи, концентрація яких значно збільшується за 
різних патологічних станів [8]. 


Замість тромбіну для утворення полімерного фібрину 
з фібриногену гепаринізованої плазми крові, можна 
використовувати тромбіноподібні ферменти, отримані з 
отрути змій Такі ферменти не  інгібуються 
антитромбіном Ш, не активують фактор ХШ зсідання 
крові та не викликають ретракцію згустків (б, 8, 9]. В 
лабораторно-клінічній | практиці | широкого вико 
ристання набув тромбіноподібний фермент з отрути 
щитомордника звичайного (Аєкізігодоп ћаіуѕ ћаіуѕ) - 
анцистрон-Н, комерційні препарати якого випускають 
під назвою „Анцистрон” На основі використання 
анцистрону-Н запропоновано ряд тестів для визначення 
рівня фібриногену, що базуються на фіксації часу 
утворення згустку (анцистроновий час) [6]. 

Полімеризація фібрину супроводжується зміною 
оптичної густини розчину, що дозволяє застосовувати 
турбідиметрію як швидкий та чутливий метод для 
визначення концентрації фібриногену в плазмі крові 
після додавання до неї тромбіну або 
тромбіноподібних ферментів [10]. 

Метою роботи була адаптація турбідиметричного 
методу аналізу для кількісного визначення 
фібриногену з застосуванням анцистрону-Н. 


МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 


Фібриноген одержували з оксалатної плазми крові 
донорів у присутності соєвого інгібітора трипсину 
шляхом висолювання сульфатом натрію [11]. Вміст 
фібриногену, що зсідається під дією тромбіну, 
становив 95-98%. 

Плазму одержували із крові донорів. Кров брали з 
ліктьової вени натще у пластикову пробірку з 3,8 %-м 
розчином лимоннокислого натрію у співвідношенні 9:1. 

Попереднє визначення концентрації фібриногену в 
плазмі крові проводили за методом Т.В. Варецької [12]. 
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З ВИКОРИСТАННЯМ АНЦИСТРОНУ 


Реакцію полімеризації фібриногену проводили в 
термостатованій кюветі спектрофотометру при 37" С. 
В кювету вносили фібриноген в кількості від 50 до 
500 мкг або 100 мкл досліджуваної плазми, 0,02 М 
вероналовий буфер, що містив 0,13 М хлориду натрію 
та 0,001 М хлориду кальцію, рН 7,4. Полімеризацію 
ініціювали додаванням тромбіну (1,5 од. МН) чи 
анцистрону (1 од.). Загальний об'єм реакційної суміші 
становив 1,0 мл. Динаміку утворення фібринових 
згустків досліджували, вимірюючи зміну оптичної 
густини розчину при довжині хвилі 350 нм на 
спектрофотометрі СФ-2000 (ОКБ «Спектр») з 
програмним забезпеченням, що дозволяє графічно 
реєструвати зміну оптичної густини. Фіксували 
максимальне значення оптичної густини 
інкубаційного середовища через 3 хв. після додавання 
тромбіну чи анцистрону. 

Використовували тромбін фірми Мегск 
(Німеччина). Анцистрон був одержаний з отрути 
щитомордника звичайного співробітниками відділу 
структури та функції білка Інституту біохімії 
ім. О.В.Палладіна НАН України за методом [13]. 

Чистоту препаратів фібриногену перевіряли 
методом електрофорезу в поліакриламідному гелі з 
р8-Ма, вони були електрофоретично гомогенними. 


РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


Оптична густина полімерного фібрину, утвореного 
з розчину фібриногену після додавання до нього 1,5 
од. МН тромбіну, прямо пропорційна концентрації 
фібриногену в досліджуваних межах 0,05-0,5 мг в 
1 мл інкубаційного середовища, що дозволяє 
визначати рівень цього білка з використанням методу 
турбідиметрії (рис. 1). 

Динаміка утворення фібринового згустку при 
додаванні до 0,1 мл донорської плазми 1,5 од. МН 
тромбіну представлена на рис. 2. Короткий лаг-період 
відповідає процесу формування протофібрил, 
лінійний відрізок кривої — латеральній асоціації 
протофібрил з утворенням фібрил. За 1-2 хв. оптична 
густина розчину досягає максимуму, що відповідає 
утворенню фібринового згустку. 

Як видно з даних, представлених на рис.2, 
високомолекулярний гепарин впливає на всі стадії 
формування фібринового згустку: в кількості 0,01 — 
0,02 од. гепарину в інкубаційному середовищі 
спостерігається збільшення лаг-періоду, зменшення 
кута нахилу кривої полімеризації та максимального 
значення оптичної густини розчину. За присутності 
0,05 од. гепарину полімеризація фібриногену 
тромбіном не відбувається. Низькомолекулярний 
гепарин (кліварин) інгібує процес полімеризації 
фібриногену плазми подібним чином, але в кількості, 
що на порядок перевищує таку нефракціонованого 
гепарину. 
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Рис. 1. Залежність оптичної густини полімерного фібрину, 
утвореного з фібриногену тромбіном, від концентрації 
фібриногену в інкубаційному середовищі. 
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Рис. 2. Вплив нефракціонованого гепарину на 


полімеризацію фібриногену плазми під дією 1,5 од. МН 
тромбіну: 1 - без гепарину; 2-4 в присутності 0,01, 0,02 та 
0,05 од. гепарину, відповідно. 


Препарати гепарину широко використовуються в 
клінічній практиці як антикоагулянти прямої дії. 
Ефект гепарину грунтується на підсиленні дії 
основного інгібітора тромбіну плазми крові 
антитромбіну Ш [14-15]. При взаємодії з гепарином 
молекула інгібітора зазнає конфірмаційних змін, в 
результаті чого інгібіторні властивості антитромбіну 
Ш по відношенню до тромбіну зростають у 1000-5000 
разів [16]. 

Одним з тромбіноподібних ферментів є анцистрон- 
Н, одноланцюговий глікопротеін, молекулярня маса 
якого складає 34 кДа. Під дією анцистрону з МН»- 
кінця кожного з Ао-ланцюгів фібриногену 
відщеплюються фібринопептиди-А, ідентичні тим, що 
утворюються під дією тромбіну. Після відщеплення 
фібринопептидів-А в центральній частині молекулі 
фібриногену відкриваються сайти полімеризації ЕА, 
що ініціює процес формування фібрину. На відміну 
від тромбіну, анцистрон залишає ВВ-ланцюги 
інтактними, таким чином, в результаті його дії на 
фібриноген утворюється еѕАА-фібрин [13, 17]. 
Анцистрон не активує протеїн С, фактори ІХ, Х, 
прекалікреін та плазміноген. Виявляє амідазну 
активність по відношенню до таких пептидних 
субстратів як Сһготоғут ТН (Тоз-Су-Рго-Ате-рМА), 
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52160 (В2-Рһе-Уа1-Ате-рмА), 52266 (Пе-СТи-СІу-Ате- 
РМА), ВАрМА  (В2-Аге-рМА). Анцистрон-Н не 
інгібується антитромбіном Ш, не активує фактор ХПІ 
зсідання крові та не викликає ретракцію згустків | 131. 

Використовуючи анцистрон для активації 
фібриногену, попередньо одержаного з донорської 
плазми, ми показали, що швидкість утворення 
фібринового згустку та максимальне значення 
оптичної густини розчину залежать від кількості 
анцистрону (рис 3). При внесенні в інкубаційне 
середовище 1 од. тромбінової активності анцистрону, 
на відміну від тромбіну, дещо збільшується лаг-період 
1 максимальне значення А350 досягається за 3 хв. 
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Рис. 3. Утворення згустку з фібриногену людини під дією 
анцистрону: 1, 2, 3 – 1, 0,7 та 0,5 од. відповідно. 


0,25 


0,20 


0,15 


А 350 


Час, хв. 


Рис. 4. Зміна оптичної густини інкубаційного середовища 
за різної концентрації фібриногену (поряд з кривими 
наведено відповідну кількість фібриногену, мкг). 


Як 1 при використанні тромбіну, максимальне 
значення А350 прямо пропорційно залежить від 
кількості фібриногену при додаванні в інкубаційне 
середовище | од. анцистрону (рис 4). Проте згусток 
утворюється не такий щільний 1 величина 
світлорозсіювання 4е5АА-ф!брину майже вдвічі 


нижча за таку іеѕЅААВВ-фібрину, який утворюється 
під дією тромбіну. 

Для того щоб перевірити чи буде впливати гепарин 
на утворення фібрину 1, відповідно, на визначення 
фібриногену в плазмі крові з використанням 
анцистрону, в інкубаційне середовище вносили 
низькомолекулярний або нефракціонований гепарин в 
кількості 0,01-1,0 од. та 0,01-5 од. відповідно. При 
всіх використаних концентраціях гепаринів не 
спостерігали їх впливу на процес полімеризації 
фібриногену, що міститься в 0,1 мл плазми, 
ініційований анцистроном. 

Наведені дані доводять можливість використання 
анцистрону для визначення рівня фібриногену в 
плазмі крові з застосуванням турбідиметричного 
методу аналізу. 

При побудов калібрувальної кривої для 
визначення рівня фібриногену, використовували 
плазму донорів з відомим вмістом фібриногену, який 
попередньо визначили як описано [12]. В 
термостатовану кювету вносили 32-320 мкл плазми, 
що містить від 50 до 500 мкг фібриногену відповідно; 
0,02 М вероналовий буфер з 0,13 М хлоридом натрію 
та 0,001 М хлоридом кальцію, рН 7,4. Полімеризацію 
фібрину ініціювали додаванням 1 од. анцистрону. 
Об'єм інкубаційного середовища - 1 мл. Через 3 хв 
реєстрували значення максимальної оптичної густини 
(А350). Будували криву залежності значення А350 від 
концентрації фібриногену В інкубаційному 
середовищі (рис. 5). 


0 100 200 300 400 500 600 


Фібриноген, мкг/мл 


Рис. 5. Калібрувальна крива для визначення рівня 
фібриногену в плазмі крові з використанням анцистрону 
турбідиметричним методом. 


Для визначення рівня фібриногену в плазмі крові в 
інкубаційне | середовище вносили 100 мкл 
досліджуваної плазми, буферний розчин та 
анцистрон, як при побудові калібрувальної кривої. 
Фіксували значення А350 через 3 хв. За 
калібрувальною кривою (рис. 5) визначали кількість 
фібриногену в інкубаційному середовищі. За 
формулою, що наведена нижче, розраховували вміст 
фібриногену в 1 мл плазми крові: 


Фг (мкг/мл) = (А:1,1)/0,1 


де А - кількість фібриногену (мкг), визначена за 
калібрувальною кривою; 1,1 - розведення плазми 
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КОЛИЧЕСТВЕННОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ ФИБРИНОГЕНА В ПЛАЗМЕ КРОВИ ТУРБИДИМЕТРИЧЕСКИМ 
МЕТОДОМ С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ АНЦИСТРОНА 


Кондратюк А.С., Гриненко Т.В. 
Предложен быстрый, простой в исполнении, точный количественный способ определения фибриногена в плазме крови, 
который заключается в регистрации изменения оптической плотности раствора при образовании полимерного фибрина из 


фибриногена плазмы под действием анцистрона-Н. Данный способ доступен для отечественной лабораторно-клинической 
практики и может быть использован в условиях гепаринотерапии. 


Ключові слова: фибриноген, анцистрон, гепарин, оптическая плотность. 
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Проведено дослідження структурних характеристик та визначення ступеня пошкодження окисно-модифікованого 
актоміозину (АМ) скелетних м'язів кроля за дії ультразвуку (УЗ). Було виявлено вірогідні зміни параметра В та підвищення 
рівня 2,4- ДНФгідразонів порівняно зі спонтанною окисною деструкцією актоміозину. Отримані дані підтверджуються 
аналізом рівня окисних пошкоджень. Під впливом УЗ кількість карбонільних груп зменшувалась, що відображалось на 
значеннях параметра В, який характеризує структурні зміни. Ультразвук з інтенсивностями 0,05 та 0,2 Вт/см” не впливав на 
досліджені параметри порівняно з окисненням. Тоді як УЗ з підвищенням інтенсивності (0,4; 0,7 та 1,0 Вт/ом') в силу 
термічної компоненти справляв більш виражену дію. Отже, ультразвук хоча 1 зменшував концентрацію карбонільних груп, 
проте остаточно не нормалізував білок. Таким чином окиснений актоміозин за дії ультразвуку повністю не відновлювався. 


Ключові слова: актоміозин, окисна модифікація білків, карбонільні групи, ультразвук, параметр В. 


ВСТУП 
В останні роки суттєва увага дослідників 
приділяється дослідженню спонтанної та 


металкаталізованої окисної (МКО) модифікації білків 
у розвитку вільнорадикальних патологій в тканинах 
[1]. Окиснення амінокислот у склад білків 
призводить до їх структурних змін, які проявляються 
агрегацією, фрагментацією, а також підвищеною 
чутливістю до протеолізу. Відомо, що окисна 
деструкція білків являеться одним з перших 
показників пошкодження тканини. Це зумовлює 
вивчення рівня карбонільних груп, які є важливим 
маркером окисної модифікації білків [2, 3]. Крім того, 
з літературних даних відомо, що внаслідок 
особливостей структурної організації білків процес 
окисної модифікації має складний та специфічний 
характер який супроводжується порушенням як 
первинної, вторинної так і третинної структури [4, 5]. 
В літературі не існує даних про модифікацію 
скоротливих білків вільними радикалами, надлишкова 
кількість яких продукується при м'язовій патології. 
Відомо, що терапевтичний УЗ має позитивний вплив 
на процеси вільнорадикального окиснення [6, 7]. Тому 
метою роботи було вивчення впливу ультразвуку 
різних режимів на спектральні характеристики 
окисненого АМ та на ступінь його пошкодження. 


МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 


Дослідження проводили на актоміозині скелетних 
м'язів кроля породи Радянська Шиншила (Зоу1е 
СһіпеҺШа). Забій тварин здійснювали, попередньо 
наркотизуючи їх нембуталом. Виділення актоміозину 


проводили за методикою Перрі, описаною в роботі 
Тартаковського [8] з модифікаціями, розробленими у 
відділі біофізики НДІ фізіології імені академіка Петра 
Богача. Актоміозин додатково очищували 
центрифугуванням при 30000 є протягом однієї 
години. Озвучення актоміозину скелетних м'язів 
кроля проводили з використанням УЗ-приладу УЗТ- 
3.04 С (Україна) впродовж 5 хв. Частота 
ультразвукового сигналу становила 0,88 МГц. 
Використовували наступні режими ультразвукового 
впливу: 
1) неперервний з інтенсивностями 0,05; 0,2; 
0,4; 0,7 11,0 Вт/см?; 
2) імпульсний 2 мс з інтенсивностями 0,05; 
0,2; 0,4; 0,7 1 1,0 Вт/см". 
Структурні параметри актоміозину вивчали за 
спектрами флуоресценції. Розроблена у відділі 
біофізики НДІ фізіології флуоресцентна установка [9], 


дозволяє реєструвати спектральні зсуви, 
використовуючи відношення інтенсивностей на 
прямолінійних схилах спектра флуоресценції 


(параметр В) при двох фіксованих довжинах хвиль. 
Визначення В = Г/Л)» проводили на довжинах хвиль: 
№ = 320 нм, 2» = 370 нм, (А = 297 нм). При достатній 
тривалості часу ділення двох сигналів (2 хв) 
установка дозволяє достовірно зареєструвати 
перебудову конформації білкової молекули, що 
супроводжується зміною параметра В на 0,005, що 
відповідає спектральному зсуву~0,05 нм. 

Окисну модифікацію актоміозину проводили за 
методом Дубініної О.Ю. зі співавторами [3, 10] та з 
нашими модифікаціями. Даний метод заснований на 
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реакції взаємодії окиснених амінокислотних залишків 
білків з 2,4-динітрофенілгідразином (2,4-ДНФГ) та 
утворенням при цьому похідних 2,4- 
динітрофенілгідразону [11, 12]. Досліджували спон- 
танну та металкаталізовану окисну модифікацію 
актоміозину скелетних м'язів кроля. 

Для визначення спонтанної окисної модифікації 
актоміозину в досліджувані та контрольні пробірки 
вносили по | мл АМ з концентрацією 0,2 мг/мл, 
розчиненого в буфері Тгіѕ-НСІ 20 мМ (рН 7.5). Проби 
інкубували в темноті при 37 С протягом 15 хв. Потім 
в усі пробірки додавали по 1 мл 20 % ТХУ. В 
досліджувані проби до денатурованого АМ додавали 
по 1 мл 0,1 М 2,4-ДНФГ, розчиненого в 2 н НСІ, тоді 
як в контрольні проби замість 2,4-ДНФГ додавали 
такий же об'єм 2 н НС. Для визначення 
металкаталізованої окисної модифікації актоміозину в 
досліджувані та контрольні пробірки також вносили 
по 1 мл АМ з концентрацією 0,2 мг/мл, розчиненого в 
буфері Тгі8НСІ 20 мМ (рН 7.5). Для ініціації 
окиснення білку, в реакційну суміш додавали 
середовище Фентона: Ее Од (10° М) 1 Н0› (3: 107" М). 
Зразки інкубували в темноті при 37 Е протягом 15 хв. 
Реакцію зупиняли додаванням 1 мл 20 % ТХУ в усі 
проби. До денатурованного АМ в досліджувані проби 
вносили по | мл 0,1 М 2,4-ДНФГ. В контрольні проби 
замість 2,4-ДНФГ додавали такий же об'єм 2 н НСІ. 
Всі проби після додавання 2,4-ДНФГ та 2 н НСІ 
інкубували протягом 1 години при кімнатній 
температурі (25 ОС), перемішуючи кожні 15 хв. Потім 
їх центрифугували 20 хв при 4 тис об/хв. Осад 
промивали два рази розчином етанол-етилацетат (1:1) 
для екстракції ліпідів та 2,4-ДНФГ, який не 
прореагував з карбонільними групами окисненого 
білка. Отриманий осад підсушували на холоді та 
розчиняли в 8 М сечовині, яка попередньо 
підігрівалася. Для кращого розчинення осаду АМ 
додавали по краплям 2 н НСІ. Оптичну густину 
утворених 2,4-динітрофенілгідразонів реєстрували 
при 370 нм на спектрофотометрі „ЅРЕСОКЮ-МА40”. За 
дії УЗ зразки проб інкубували в темноті при 37 с 
протягом 10 хв, потім озвучували впродовж 5 хв та 
одразу зупиняли реакцію 20 % ТХУ. Ступінь окисної 
модифікації АМ виражали в мкМ 2,4-ДНФГ на 1 мг 
білку: А = (О, - р.) У / 22000 С, де р, - оптична 
густина проби; О, - оптична густина контролю; У – 
кінцевий об'єм проби; 22000 моль "см'- коефіцієнт 
молярної екстинції для 2,4-ДНФГ похідних; С - 
концентрація білку в мг/мл. 

Статистичну обробку результатів експериментів 


проводили в программ Опеш 8.0 (ОпошГаб 
Сотроганоп, США). Результати досліджень було 
оброблено статистично з використанням {-критер1я 
Стьюдента (р<0,05 вважалось статистично 
вірогідним). 


РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


Вплив окисної модифікації вільними радикалами, 
що генеруються реактивом Фентона, на структурні 
показники актоміозину досліджували за параметром 
В. Для більшої наочності та зручності порівняння 


отриманих результатів всі контрольні значення 
нативного актоміозину було зведено до одиниці 1 
проведена відповідна корекція отриманих результатів. 
На рис. 1 представлено узагальнюючий графік впливу 
неперервного ультразвуку на двохвильовий показник 
В окисно-модифікованого АМ скелетних м'язів кроля. 
Після обробки білкового комплексу окиснюючими 
факторами вірогідно зменшувався параметр В 
відносно контрольних проб (спонтанного окиснення 
без реактиву Фентона) на 0,015 у.о., що становить 
зміщення спектру флуоресценції на 0,15 нм. Таке 
зміщення спектру може свідчити про структурну 
модифікацію білку. УЗ невеликих інтенсивностей 0,05 
та 0,2 Вт/см” змінював параметр В на 0,018 та 0,014 
у.о. (0,18 та 0,14 нм), відповідно. При цьому дані 
інтенсивності УЗ не викликали статистично 
достовірних змін показника порівняно з окисненням 
без озвучення. Аналіз структурних змін окисненого 
білкового комплексу за дії більших інтенсивностей 
ультразвуку 0,4; 0,7 та 1,0 Вт/см показав зростання 
значення параметру В відносно попередньо 
застосованих інтенсив-ностей. Їх значення були 
наближеними до параметра В, зареєстрованому при 
спонтанному окисненні, проте залишалися 
статистично достовірно меншими на 0,008; 0,006 та 
0,007 у.о., відповідно, відносно останнього. 

Відомо, що одним з методів оцінки інтенсивності 
ступеня окисної модифікації білкових молекул є 
дослідження кількості карбонільних груп при 
окисненні амінокислот: аргініну, лізину та проліну. 
При аналізі металкаталізованої окисної модифікації 
АМ за контроль ми приймали значення вмісту 
карбонільних похідних амінокислот при спонтанній 
окисній модифікації. Як видно з рис. 2 в усіх випадках 
МКО білкового комплексу нами було виявлено 
статистично достовірне збільшення рівня 
карбонільних груп відносно контролю. Після ініціації 
окиснення АМ вільними радикалами рівень 
карбонільних похідних білків зростав на 45,75 %, що 
свідчить про окисне пошкодження білку. Для 
з'ясування впливу УЗ на модифікований АМ спочатку 
було застосовано неперервний УЗ невисоких 
інтенсивностей 0,05 та 0,2 Вт/см?, що призводило до 
незначного статистично не достовірного зниження 
вмісту 2,4-динітрофенілгідразонів (1,14 % та 5,68 %, 
відповідно). В той час зі збільшенням інтенсивності 
неперервного УЗ до 0,4; 0,7 та 1,0 Вт/ем> рівень 
карбонільних груп знижувався, порівняно з 
контрольними окисненими пробами без застосування 
УЗ, на 20,0; 15,91 та 22,73 % відповідно, але великої 
різниці між цими показниками в проведених нами 
дослідженнях виявлено не було. Отже дані 
інтенсивності УЗ не спричиняли зменшення рівня 
карбонільних похідних до їх вихідного значення при 
спонтанному окисненні. 

З метою порівняння впливу УЗ різних режимів за 


умов окисної модифікації було застосовано 
імпульсний УЗ 2 мс (рис. 3). При цьому 
спостерігалась тенденція до зменшення вмісту 


карбонільних похідних амінокислот окисненого АМ. 
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Рис. 1. Зміна параметра В  окисно-модифікованого 


актоміозину скелетних м'язів кроля (концентрація 0,2 


мг/мл) за дії неперервного ультразвуку різних 
інтенсивностей (М + т), п = 14 
Примітки: Сп - спонтанне окиснення актоміозину; 


1.000 — нативний актоміозин; * - достовірна різниця 
відносно контролю при р < 0,01. 
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Рис. 2. Вміст мкмоль 2,4-ДНФГ/мг актоміозину за дії 
неперервного УЗ різних інтенсивностей (М + т), п = 14 
Примітки: Сп - спонтанне окиснення актоміозину; 
* — достовірна різниця відносно контролю при р < 0,05 
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Рис. 3. Вміст мкмоль 2,4-ДНФГ/мг актоміозину за дії 
імпульсного ультразвуку різних інтенсивностей (М = пі), 
п = 14 

Примітки: Сп - спонтанне окиснення актоміозину; 
достовірна різниця відносно контролю при р < 0,05 


* = 


При застосуванні імпульсного УЗ, як 1 
неперервного за низьких інтенсивностей 0,05 та 0,2 
Вт/см” не було виявлено суттєвої різниці у рівні 
окисних пошкоджень відносно неозвученого АМ (0,85 
та 4,83%, відповідно). Тоді як зі збільшенням 
інтенсивності УЗ (0,4; 0,7 та 1,0 Вт/см') реєстрували 
статистично достовірне зменшення ступеня 
окиснення на 11,37; 23,02 та 22,73 %, відповідно, 
відносно окисненого білкового комплексу без дії УЗ. 


ВИСНОВКИ 


Проведені нами дослідження металкаталізованої 
окисної модифікації актоміозину дозволили виявити 
статистично достовірні зміни параметра В та суттєве 
вірогідне підвищення рівня ДНФгідразонів порівняно 
зі спонтанною окисною деструкцією АМ. Отримані 
дані щодо визначення структурних змін окисненого 


білкового комплексу за дії неперервного УЗ 
підтверджуються аналізом рівня окисних 
пошкоджень. 


Інтенсивності ультразвуку 0,05 та 0,2 Вт/см? 
достовірно не знижували кількість карбонільних груп 
та значення параметра В. Тоді як зі збільшенням 
інтенсивності (0,4; 0,7 та 1,0 Вт/см') УЗ зменшував 
концентрацію  карбонільних груп та змінював 
параметр В, проте остаточно не нормалізував їх 
показники. Такий вплив може бути зумовлений 
тепловим ефектом, який проявляється вище 0,4 
Вт/см?, тоді як при 0,05 та 0,2 Вт/см? він відсутній. 

Таким чином, окиснений актоміозин за дії 
ультразвуку повністю не відновлюється. Причому 
прослідковується чітка тенденція до зменшення 
деструкції білкових молекул, тобто до їх нормалізації 
з підвищенням інтенсивності УЗ. 
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ИССЛЕДОВАНИЕ СТРУКТУРНЫХ ХАРАКТЕРИСТИК И ОПРЕДЕЛЕНИЕ СТЕПЕНИ ПОВРЕЖДЕНИЯ 
ОКИСЛИТЕЛЬНО-МОДИФИЦИРОВАННОГО АКТОМИОЗИНА СКЕЛЕТНЫХ МЫШЦ КРОЛИКА ПОД 
ВЛИЯНИЕМ УЛЬТРАЗВУКА 


Медынская Е.А., Шелюк О.В., Литюга В.В., Омельянюк В.С. 


Проведено исследование структурных характеристик и определение степени повреждения окислительно- 
модифицированного актомиозина (АМ) скелетных мышц кролика под влиянием ультразвука (УЗ). Было обнаружено 
достоверные изменения параметра В и повышение уровня 2,4-ДНФгидразонов по сравнению со спонтанной окислительной 
деструкцией актомиозина Полученные данные подтверждаются анализом уровня окислительных повреждений. Под 
влиянием УЗ уменьшалось количество карбонильных групп, что отражалось на значениях параметра В, который 
характеризирует структурные изменения. Ультразвук с интенсивностями 0,05 и 0,2 Вт/см? не влиял на исследуемые 
параметры по сравнению с окислением. Тогда как УЗ с повышением интенсивности (0,4; 07 та 1,0 Вт/см') в силу 
термической компоненты влиял более выраженно. Ультразвук хотя и уменьшал концентрацию карбонильных групп, однако 
окончательно не нормализовал белок. Таким образом, окисленный актомиозин под влиянием ультразвука полностью не 
восстанавливался. 


Ключевые слова: актомиозин, окислительная модификация белков, карбонильные группы, ультразвук, параметр В. 
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